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RESUMO

Avaliacdo de plantas de cana-de-acucar (Saccharum ssp.) com baixa
producao de etileno

Cana-de-agUcar é a principal cultura usada para a producéo de etanol e sacarose. E hibrido de
Saccharum officinarum e S. spontaneum, e apresenta alta concentragdo de sacarose nos colmos
e resisténcia a intempéries ambientais. Apesar de sua grande importancia, cana-de-agUcar ainda
possui muitas lacunas que permeiam sua fisiologia e genética, em especial 0s processos
envolvendo hormonios vegetais. Em plantas modelos, os estudos de vias hormonais foram
feitos, inicialmente, usando mutantes de componentes especificos de suas vias. Usando essa
estratégia, pode-se entender de forma direta a fungdo de horménios e de componentes de suas
vias. J& em cana-de-agUcar, seu genoma altamente polipoide e aneuploide, torna os estudos de
mutantes inviavel, o que direcionou ao uso diferentes abordagens para o estudo envolvendo
hormdnios vegetais. Atualmente, sabe-se que o fitohorménio etileno apresenta crucial
importancia para o processo de maturacdo e crescimento da cana-de-agUcar, no entanto, seus
mecanismos moleculares ainda sdo obscuros. A principal forma de estudar a agdo do etileno
tem sido através da aplicacdo de Ethephon, um composto liberador de etileno. Porém, para
estudos de desenvolvimento, essa abordagem apresenta desvantagens, uma vez que 0S
resultados sao frutos de respostas pontuais ao hormonio, o que pode ndo representar a resposta
ao longo do ciclo vegetativo. Com 0 objetivo de estudar a influéncia do etileno ao longo do
desenvolvimento da cana-de-aglcar, usamos a técnica de RNA de inferéncia (RNAI) para
silencias enzimas chaves para a producao de etileno (ACIDO 1-AMINOCICLOPROPANO-1-
CARBOXILICO SINTASE (ACS)), dessa forma reduzindo a producdo enddgena desse
hormdnio. Foi avaliado mudancas no desenvolvimento das plantas, conteddo de sacarose,
fotossintese, aparato antioxidante ndo enzimatico e expressao de genes ligados ao crescimento
e resposta ao etileno. Foi possivel observar que a baixa producéo de etileno pode induzir o
crescimento da cana-de-agucar, reduzir a fotossintese sem alterar os niveis finais de sacarose
no colmo, induz a producdo de substancias com capacidades antioxidantes nas folhas.
Adicionalmente, os dados de expressdo génica mostraram que a baixa producao de etileno pode
induzir a expressao de diversos fatores de transcri¢do envolvidos com o crescimento da planta
e resposta primaria do etileno. Contraditoriamente, foi observado que uma proteina DELLA,
repressora do crescimento, teve sua expressdo aumentada. Os resultados aqui mostrados e
discutidos séo apenas o inicio do entendimento mais profundo da acdo do etileno em cana-de-
acucar, e podem fornecer base para estudos futuros.

Palavras-chave: Cana-de-agucar; etileno; RNAI, ACS; desenvolvimento.



ABSTRACT

Evaluation of sugarcane plants (Saccharum ssp.) with low ethylene
production

Sugarcane is the main crop used for production of ethanol and sucrose. It is a hybrid of
Saccharum officinarum and S. spontaneum, with high concentration of sucrose in the stems and
resistance to environmental stress. Despite of its great importance, sugarcane still has many
gaps involving its physiology and genetics, especially the processes involving plant hormones.
In model plants, studies of hormonal pathways were initially carried out using mutants of
specific components of their pathways. Using this strategy is possilble to directly understand
the function of hormones and their pathway components. In sugarcane, on the other hand, its
highly polypoid and aneuploid genome makes studies of mutants unfeasible, which led to the
use of different approaches for plant hormones studies. Currently, it is known that ethylene
phytohormone has crucial importance for the maturation and growth process of sugarcane,
however, its molecular mechanisms are still obscure. The main way to study the action of
ethylene has been through the application of Ethephon, an ethylene releasing compound.
However, for development studies, this approach has disadvantages, since the results are
consequence of a unique point of hormone exposition, which may not represent the response
throughout the vegetative cycle. In order to study the influence of ethylene throughout the
development of sugarcane, we used the inference RNA (RNAI) technique for silencing key
enzymes of ethylene biosynthesis pathway (AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLIC
ACID SYNTHASE (ACS)), thereby, reducing the endogenous production of this hormone.
Were evaluated changes in plant development, sucrose content, photosynthesis, non-enzymatic
antioxidant apparatus and expression of genes linked to growth and response to ethylene. It was
possible to observe that the low production of ethylene can induce the growth of sugarcane,
reduce photosynthesis without altering the final levels of sucrose in the stem, and induces the
production of substances with antioxidant capacities in the leaves. Additionally, gene
expression data showed that low ethylene production can induce the expression of several
transcription factors involved in ethylene growth and primary response. Contradictory, it was
observed that a growth-repressing protein DELLA had its expression increased. The results
shown and discussed here are just the beginning of a deeper understanding of the action of
ethylene on sugarcane, and may provide foundation to future studies.

Keywords: Sugarcane; ethylene; RNAI, ACS; development
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1 INTRODUCAO AO TRABALHO

O hormonio etileno apresenta possui grande influéncia no crescimento vegetal,
participando de processos como crescimento, maturacdo e senescéncia. Os estudos desse
hormonio sdo na grande maioria desenvolvidos usando mutantes de plantas modelos, como
Arabidopsis, onde seus mecanismos de a¢do sdo bem elucidados. No entanto, o papel do etileno
em cana-de-acUcar (Saccharum spp.), que possui grande importancia para 0 agronegdcio
brasileiro, ainda ndo foi profundamente estudado. Os principais estudos da acdo do etileno em
cana-de-acucar sdo feitos usando de compostos liberadores de etileno, que também é
frequentemente usado no manejo dessa cultura e possui grande impacto sobre a sua
produtividade. Devido ao alto indice de poliploidia e aneuploidia do genoma da cana-de-acucar,
a producdo de mutantes como em Arabidopsis é invidavel. Aqui nos propomos a estudar os
efeitos da baixa producdo de etileno em cana-de-agUcar, através do silenciando por RNAI de
genes que codificam as 3 ACIDOS 1-AMINOCICLOPROPANO-1-CARBOXILICO
SINTASE (ACS), enzimas chaves na biossintese desse hormonio. A partir dessas plantas
transgénicas nds identificamos mudancas no crescimento, fisiologia e expressao de genes

importantes para a resposta ao etileno e crescimento.

1.1 Cultura da cana-de-acucar

Cana de acUcar faz parte da familia Poaceae, e € produto do cruzamento entre duas
espécies, Saccharum officinarum (com alto conteudo de sacarose nos colmos) e S. spontaneum
(alto vigor e potencial de adaptacao e resisténcia a doencas) (Sreenivasan, Ahloowalia e Heinz,
1987). A cana-de-acUucar moderna também apresenta genoma com altamente poliploide e
aneuploide, podendo ter por volta de 100-130 cromossomos, dos quais, apenas 10-20 séo
provenientes da S. spontaneum (D’Hont et al., 1996; Piperidis, Piperidis ¢ D’Hont, 2010).
Como consequéncia desse cruzamento, essas plantas apresentam alta produtividade e resiliéncia
a diversos tipos de estresses. Atualmente, essa cultura é cultivada em 106 paises (FAOSTAT,
2018), em uma &rea estimada em 28 milhdes de hectares, sendo a principal fonte para producao
de acucar, e responsavel por 85% da producdo mundial desse produto (OECD/FAQ, 2018).
Além disso, tem sido usada como uma das principais culturas na producdo de biocombustiveis,
devido seu alto potencial na producdo de etanol e ser uma fonte renovavel de energia,
contribuindo para a reducdo da emissdo de gases do efeito estufa (Waclawovsky et al., 2010).
A cana-de-acucar também desempenha grande importancia para a economia brasileira, uma vez
que, o Brasil € responsavel por aproximadamente 40% da producdo mundial de aclcar (Ferraro,

Rivero e Ghersa, 2009). Tal impacto, é resultado dos 8,382 mil hectares usados para o cultivo
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e producdo de cana-de-acUcar, e da produtividade de estimada em 615,978 mil toneladas
(Conab, 2019).

Dentre as diferentes variedades de cana-de-agUcar pode-se encontrar ciclos de vida
variando 10 a 22 meses, porém, sempre apresentando 4 estagios fenoldgicos: (1) fase de
brotagdo e emergéncia, onde as gemas usadas para a propagagdo geminam e ocorre 0
crescimento de raizes temporarias; (2) fase de inicio do perfilhamento e estabelecimento das
plantas: estabelecimento do perfilho principal, desenvolvimento do sistema radicular
permanente e o agucar produzido nas folhas é investido no crescimento; (3) fase de intenso
perfilhamento: ocorre o desenvolvimento dos perfilhos secundérios; (4) fase de maturacéo: o
perfilhos atingem o apice do crescimento e acumulo de sacarose nos colmos (Segato, Mattiuz
e Mozambani, 2006). No fim do ciclo vegetativo, quando atingem a maturacéo, as plantas séo
colhidas e enviadas para usinas de agUcar e alcool, onde o caldo € extraido e pode ser usado
para a producdo de aglcar ou etanol de primeira geracdo (1G) a partir da fermentagdo da
sacarose. O bagaco e as folhas podem ser usadas para gerar energia através da queima, producéo
de etanol de segunda geracao (2G) (Dias et al., 2011), e mais recentemente para producédo e

bioplasticos (Tsiropoulos et al., 2015).

1.2 Estudos sobre etileno em cana-de-agucar

A maturacdo, € 0 processo e maior interesse em cana-de-acUcar, baseia-se no
acumulo de acgucar, produto da fotossintese nas folhas, nas células parenquimaticas do colmo,
da base para o apice (McCormick, Cramer e Watt, 2006). Nesse processo a concentracdo de
acucar nos colmos pode atingir 700 mM e representar 27% de toda a massa fresca (Bull e
Glasziout, 1963; Moore, 1995; Welbaum e Meinzer, 1990). Durante a sintese e acimulo de
sacarose em cana-de-agucar, o balango entre algumas enzimas chaves determinam a eficiéncia
do processo: enquanto que a sacarose sintase (SuSy) (atividade bidirecional) e a sacarose
fosfato sintase (SPS) (reacéo direcional) estdo envolvidas na biossintese, a hidrélise da sacarose
é catalisada pela invertase acida (Al) e invertase neutra (NI).

Como parte do manejo, a aplicacdo de analogos de etileno € frequentemente usado
para inibir o crescimento meristematico da cana-de-agucar, 0 que consequentemente induz o
processo de maturacdo aumentado o contetdo de sacarose nos colmos (Silva e Caputo, 2012).
Cunha et al. (2017) observaram que a aplicagéo de Ethephon, maturador que libera etileno nas
células, aumentou a atividade das enzimas SuSy e NI, mas reduziu a atividade da SPS e IA, o
que foi acompanhado do aumento do acimulo de sacarose nos colmos. J& Chong et al. (2010),

observaram que a expressdo das invertases do vacuolo e da parede celular foram aumentadas
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junto com os niveis de sacarose em plantas de cana-de-agUcar tratadas com &cido 2-
cloroetilfosfonico (CEPA), um composto formador de etileno. O tratamento de gémeas laterais
usadas para a propagacao da cana-de-agucar com Ethephon pode induzir 0 aumento da taxa de
germinagdo, reducdo do tempo de germinagdo, aumento do conteido de clorofila, prolina e
fenais total, além de aumentar a estatura das plantas (Jain et al., 2018). Adicionalmente, Wu et
al. (2004) e Roberto et al. (2015) e encontraram que a responsividade ao Ethephon em cana-
de-acUcar é genotipo-dependente. Em ambos os trabalhos, os genoétipos responsivos tratados

com Ethephon também tiveram mitigacéo dos efeitos da deficiéncia hidrica.

1.3 Biossintese do etileno

O etileno € um hormonio vegetal gasoso com alto espectro de influéncia no
desenvolvimento vegetal, como no crescimento e maturacdo de frutos, dorméncia,
florescimento, expansdo foliar, alongamento do colmo, senescéncia e resposta a estresses
(Abeles, Morgan e Saltveit, 1992; Poel, Van de, Smet e Straeten, Van Der, 2015; Yin et al.,
2016). A producéo de etileno ocorre em qualquer tecido vegetal e € modulada pelos estagios de
desenvolvimento e estimulos ambientais (Chang, Schaller e Resnick, 2013), que regulam a
expressdo e atividade enzimas ACSs e ACOs (Dorling e McManus, 2012).

A via de biossintese desse horménio tem inicio com a conversdo da adenosil-L-
metionina (AdoMet) pela AdoMet sintase no ciclo de Yang, com o consumo de um ATP.
AdoMet entdo é convertido em &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) e 5’-metil-
tioadenosina (MTA) pela ACC sintase (ACS). O MTA é reutilizado para a sintese de metionina
enquanto o e ACC € convertido em etileno pela enzima ACC oxidase (ACO). Através de
reciclagem do MTA, a producéo de etileno consegue ser constante mesmo quando os niveis de
metionina forem baixos. (Bleecker e Kende, 2000; McKeon, Fernandez-Maculet e Yang, 1995).
Para regular a quantidade de substrato ou transporta-lo, a ACC ainda pode ser conjugada nas
formas de malonil-ACC (MACC), y-glutamil-ACC (GACC) e jasmonil-ACC (JA-ACC) (Poel,
Van de e Straeten, Van Der, 2014). Dentro da via de biossintese do etileno, as etapas catalisadas
por ACS e ACO sdo consideradas as principais reacdes regulatorias (Dorling e McManus,
2012).

1.4 Estudos da via do etileno usando mutantes

A primeira evidencia da influéncia do etileno no crescimento vegetal, observada
em 1901 por Neljubov. Este, percebeu que um dos componentes presentes no gas usado como
combustivel de lampadas, podia mudar a orientacdo do crescimento de ervilheiras.

Posteriormente, ap0s isolar os componentes presentes no gas, descobriu que o agente causador
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nas mudancas no crescimento observadas anteriormente, eram provocadas pelo hidrocarboneto
etileno. Com o tempo, outros grupos de pesquisa realizam novos estudos com a aplicacédo de
etileno em plantas, e observaram efeito 0 mesmo descrito por Neljubov também em outras
espécies, além de descobrirem novas funcbes desse horménio no desenvolvimento vegetal
(Abeles, Morgan e Saltveit, 2012).

A aplicacdo de etileno em plantulas Arabidopsis resulta no fenotipo caracteristico
chamado de tripla resposta: encurtamento e engrossamento do hipocotilo, inibigdo do
crescimento radicular e curvatura exacerbada do gancho apical (Guzman e Ecker, 1990). Até o
momento, os estudos da funcao e caracterizacdo dos componentes da via do etileno foram feitos
usando 4 tipos de mutantes: os mutantes de componentes da biossintese, insensiveis ao etileno,
0s de resposta constitutiva e mutantes com insensibilidade em tecidos especificos. O primeiro
mutante da via do etileno reportado, foi publicado por Bleecker et al. (1988), esse mutante
nomeado ethylene response (etr), apresentava alta estatura mesmo quando tratado com etileno,
portanto era insensivel a esse horménio. Posteriormente, foi encontrado um mutante com a
resposta inversa aos insensiveis, ethylene overproducer (eto). Esse mutante aprestava o fenotipo
de tripla resposta, induzida pela aplicacdo de etileno, mesmo sem nenhum tratamento.
Adicionalmente, o fendtipo era revertido quando aplicado inibidores da via da biossintese do
etileno. Como passar do tempo, novos mutantes foram produzidos, o que permitiu estudar a via
do etileno com maior precisdo: biossintese: etol (Guzman e Ecker, 1990), eto2 e eto3 (Kieber
et al., 1993), acsl, acs2, acs4, acsb, acs6, acs7 e acs9 (Tsuchisaka et al., 2009). Insensiveis:
einl e ein2 (Guzman e Ecker, 1990), ein4, ein5, ein6, ein7, e eirl (Roman et al., 1995), reposta
constitutiva; constitutive triple responsel (ctrl) (Kieber et al., 1993); insensibilidade tecido-
especifico; eirl em raizes, e hookless1 (hls1) em hipocétilos (Guzmaén e Ecker, 1990).

Para determinar a ordem dos componentes da via o etileno, foi usado
principalmente, a estratégia de duplos mutantes de Arabidopsis. Quando cruzado dois mutantes
com fendtipos contrastantes, o fenotipo presente no duplo mutante indicava que o componente
mutado estava a jusante do outro componente mutado (Roman et al., 1995). Outra estratégia
empregada para estudar a funcdo de diferentes de isoenzimas da via do etileno, foi feita por
(Tsuchisaka et al., 2009), que trabalhou com diversas combinagdes de mutantes das ACS de
Arabidopsis. A partir dessas combinaces, foi possivel caracterizar o papel individual das ACS,
bem como, observar gue essas enzimas podem formar dimeros, e cada combinacdo de enzimas,

é regulada de maneira complexa atraves do desenvolvimento.
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1.5 Influéncia do crosstalk entre etileno e giberelina no desenvolvimento vegetal.

A giberelina (GA) ¢ um horménio vegetal que pertence ao grupo dos acidos
carboxilicos diterpénicos tetraciclicos e possui funcdo antagonista ao etileno dependendo do
tipo de processo envolvido, como alongamento das raizes, florescimento e inducdo do gancho
apical (Weiss e Ori, 2007). O antagonismo entre os dois horménios é atribuido as proteinas
DELLA, que sdo repressoras de crescimento e pertencem a familia de fatores de transcricdo
(FT) GRAS (Sun, 2011). Na presenca de GA bioativa, as proteinas DELLA ligam-se a
ubiquitina e sdo degradas pelo proteossoma 26S, impedindo sua a¢do inibitoria no crescimento
(Achard e Genschik, 2009). Em Arabidopsis, na auséncia de GA, as proteinas DELLA ligam-
se aos fatores de transcrigéo (FT) PIF3 e PIF4 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR)
inibindo suas ac¢des estimulantes da elongacdo celular. Na presenca de etileno os niveis de GA
sdo baixos e a proteina DELLA ndo é degradada, o que permite sua acdo inibitéria do
crescimento (de Lucas et al., 2008).

A formacéo do gancho apical em Arabidopsis envolve a interagdo sinérgica etileno-
GA, 0 que induz a expressdao do gene HLS1 (HOOKLESS1). Esse processo € mediado pelos
fatores de transcricio EIN3/EIL1, que ativam diretamente o a transcricdo do HLS1. A
transcricdo do HLS1 também pode ser indiretamente induzida pelo EIN2, que induz a
transcricdo de EIN3/EILL. A inibicdo desse processo pela DELLA da-se pela interagdo com o
sitio de ligagdo ao DNA dos EIN3/EIL1, blogueando a inducdo da transcri¢do do HLS1 (An et
al., 2012).

DELLA também esta relacionado com a resposta a luz e elongacdo do hipocotilo
devido sua interacdo com as PIFs. As PIFs sdo proteinas da familia dos FT HELIX-LOOP-
HELIX (bHLH), importantes reguladores do desenvolvimento fotomorfogénico (Leivar e
Monte, 2014). Quando a DELLA liga-se temporariamente no dominio bHLH de ligacdo ao
DNA das PIFs, inibindo sua funcdo de FT (Feng et al., 2008; de Lucas et al., 2008). Em
Arabidopsis sdo encontradas cinco PIFs (PIF1, 3, 4, 5 e 6), que interagem com o fitocromo
fotoativo (PhyA, B e C) regulando a expressdo de genes em reposta a luz durante a
fotomorfogénese (Castillon, Shen e Hug, 2007). Quando na presenca da luz o fitocromo inibe
a expansao celular induzindo a degradacdo da PIF4 e PIF5 pelo proteossoma. Contudo, a
interacdo PIF-DELLA previne a degradacdo das PIFs e permite que sejam acumuladas no
nacleo. Quando na auséncia de luz e presenca de GA, o complexo PIF-DELLA é desfeito
devido a degradagédo da DELLA induzida pela GA, liberando as PIFs para indugdo da elongagéo
celular (de Lucas et al., 2008).
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Diferente de espécies modelo como Arabidopsis, cana-de-agicar possui poucos
estudos da interacdo do etileno com giberelina e o impacto no desenvolvimento vegetal.
Recentemente nosso grupo revelou a influéncia da DELLA ScGAI (GA INSENSITIVE) em
cana-de-acucar (Tavares et al., 2018). A superexpressdo do gene ScGAI provocou atrofia das
plantas, aumentou o numero de perfilhos, ativou genes relacionados com o transporte de agucar,
metabolismo energético e resposta a estresse, reduziu a assimilacdo de CO2 e didmetro do caule.
Em contraste, o silenciamento da SCGAI teve como resultado plantas com resposta constitutiva
ao GA, com maior estatura, desenvolvimento precoce dos nés e entrends, maior diametro do
caule e aumento da expressdo um ERF (Ethylene Response Factors), que esta envolvido no
alongamento dos entren6s em arroz e Arabidopsis. As interaces SCGAI-EIN3/EIN1 e ScGAI-
PIF também foram detectadas, confirmando a importancia da DELLA no crosstalk etileno-GA

no desenvolvimento da cana-de-agucar.
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Resumo

Diversas evidéncias indicam que o hormonio etileno esta envolvido em processos de grande
interesse na cana-de-agucar, como o crescimento e acimulo de sacarose. A falta de mutantes
para genes da biossintese ou sinalizacdo do etileno dificulta a compreensédo mais profunda sobre
o0 papel desse horménio vegetal na cana-de-agucar. Este estudo teve como objetivo estudar as
implicac6es fisioldgicas e desenvolvimentais de plantas de cana-de-acucar (cultivar SP8032-
80) com baixa producéo de etileno. Para atingir este objetivo foram silenciados os genes que
codificam a ACIDO 1-AMINOCICLOPROPANO-1-CARBOXILICO SINTASE (ACS),
responsavel por uma etapa limitante da via de biossintese do etileno. O silenciamento foi feito
usando a técnica de RNA de inferéncia, que teve como alvo os genes SCACS1, SCACS2 e o
ScACS3, cujas sequéncias foram identificadas e as proteinas classificadas como ACS do tipo 2.
Foi possivel observar que plantas de cana-de-agucar com niveis reduzidos de etileno
apresentaram aumento do crescimento, velocidade da germinacdo de gemas laterais e maior
ativacdo de mecanismos antioxidantes ndo-enzimaticos. Paralelamente, foi observado o
aumento da expressdo do SCACOS5, que codifica a enzima sintetizadora do etileno, e do fator de
transcricdo SCERF1, ligado a resposta ao etileno. Acompanhando o aumento da estatura das
plantas, foi observado o aumento da expressédo dos ScPIF3, ScPIF4 e ScPIF5, fatores de
transcricao relacionados com inducdo do crescimento. Curiosamente, houve aumento também
da expressdo do gene ScGAI, que codifica uma proteina DELLA, ligado a repressao do
crescimento. O conteddo final de sacarose nos colmos nao foi afetado pelos baixos niveis de
etileno, embora a taxa de assimilagdo de CO, tenha sido reduzida. Este trabalho apresentou pela
primeira vez os impactos da baixa producdo enddgena do etileno em cana-de-agucar, que
apresenta potencial, para guiar futuros estudos da via desse horménio. Além disso, as plantas
aqui usadas sdo um valioso instrumento para ajudar a elucidar os mecanismos moleculares por
tras das respostas ao etileno, visando o0 aumento da produtividade da cultura.

Palavras-chave: cana-de-agUcar; etileno; silenciamento; SCACS; desenvolvimento;
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2.1  Introducéo

A cana-de-acucar (Saccharum spp) é uma das principais culturas usadas na
producdo de biocombustiveis, devido seu alto potencial na producdo de etanol e ser uma fonte
renovavel de energia, 0 que contribui para a reducdo da emissdo de gases do efeito estufa
(Waclawovsky et al., 2010). Além disso, 85% da producdo mundial de agucar é oriunda da
cana-de-acucar (OECD/FAOQ, 2018), dos quais 40% é produzido no Brasil (Ferraro, Rivero e
Ghersa, 2009), colocando-0 como maior produtor de acucar do mundo (Conab, 2019; Janssen
e Rutz, 2011). Adicionalmente, a cana-de-acucar pode ser usada na producdo de energia
elétrica, fertilizantes organicos (Souza Dias, de et al., 2015), plastico biodegradavel (de Vargas
Mores et al., 2018) e etanol de segunda geracdo (Dias et al., 2011). Apesar dos grandes esforcos
no desenvolvimento de tecnologias e pesquisas usando melhoramento convencional, na Gltima
década o aumento da produtividade da cana-de-agucar manteve-se muito abaixo do observado
em culturas como milho e soja (Bernardo et al., 2019), o que chama a atencdo para 0 uso de
abordagens diferentes objetivando decifrar as bases moleculares por tras processos como
maturagéo e crescimento dessas plantas.

A maturagdo da cana-de-aglcar baseia-se no acumulo de aclcar, produto da
fotossintese, nas células parenquimaticas do colmo (McCormick, Cramer e Watt, 2006). Nesse
processo a concentracdo de acucar nos colmos podem atingir 700 mM e representar 27% de
toda a massa fresca (Bull e Glasziout, 1963; Moore, 1995; Welbaum e Meinzer, 1990). A
maturacdo, bem como todos os processos fisiologicos e respostas ao ambiente, sdo controlados
por hormonios vegetais, como o etileno. Em cana-de-agUcar, parte do manejo é feito através
aplicacdo de maturadores liberadores de etileno como o Ethephon, que paralisa o crescimento
meristematico, antecipa o processo de maturacdo e aumenta a concentracdo de aglcares no
colmo, permitindo maior flexibilidade e produtividade da colheita (Silva e Caputo, 2012).

A aplicacdo pontual de maturadores também € a principal ferramenta para estudar
0 papel e a via do etileno em cana-de-agucar, uma vez que, a grande complexidade do genoma
desse hibrido torna invidvel a producdo de mutantes da via desse horménio como é feito em
Arabidopsis e em outras plantas modelo (Guzman, 1990; Lanahan et al., 1994; Tsuchisaka et
al., 2009). A avaliacdo de plantas de cana-de-acUcar de duas cultivares (IACSP94-2094 e
IACSP95-5000) com 10 meses, mostrou que a resposta ao tratamento com Ethephon é
gendtipo-dependente. Nesse caso 0 gendtipo responsivo (IACSP95-5000) apresentou aumento
da biomassa, assimilacdo de CO; e contetdo de sacarose no colmo (Roberto et al., 2015). Na
avaliacdo de plantas de cana-de-agucar cultivar KQ228 apds 2 e 3% meses da aplicacdo de

Ethephon constataram-se mudancas no acumulo de acUcares no colmo e mudangas no
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crescimento. Nas plantas avaliadas apds 2 meses de aplicacdo houve aumento de sacarose,
frutose e glicose nos colmos, enquanto o aumento do nimero de entrenos, altura das plantas,
massa fresca e perfilhamento puderam ser observadas em ambos pontos de amostragem.
Adicionalmente, nas plantas apds 3 meses da exposi¢do ao Ethephon foi verificado o aumento
da assimilagdo de CO2, condutancia estomatica, transpiracéo, conteido de clorofila e reducéo
do crescimento e massa fresca das folhas. (Chong et al., 2010). Cunha et al., 2017 demostraram
que a aplicacdo de Ethephon e um inibidor da via de biossintese do etileno (AVG, 1-
Metilciclopropeno) em plantas com 10 meses (cultivar IACSP95-5000) desencadeiam respostas
complexas envolvendo a expressdo de genes da via do etileno, e, paralelamente, influenciam a
expressao genes da via de outros hormonios e metabolismo da sacarose.

A biossintese do etileno ocorre em qualquer tecido vegetal, sendo modulada pelos
estagios de desenvolvimento e estimulos ambientais (Chang, Schaller e Resnick, 2013) e tem
inicio com a conversdo da adenosil-L-metionina (AdoMet) pela AdoMet sintase no ciclo de
Yang, com o consumo de um ATP. AdoMet entdo é convertido em acido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (ACC) e 5’-metil-tioadenosina (MTA) pela ACC sintase (ACS). O MTA ¢
reciclado para a producdo de metionina enquanto o ACC é convertido em etileno pela ACC
oxidase (ACO). A reciclagem do MTA permite que a producdo de etileno mantenha-se
constante mesmo com 0s nhiveis baixos de metionina (Bleecker e Kende, 2000; McKeon,
Fernandez-Maculet e Yang, 1995). A ACC ainda pode ser conjugada nas formas de malonil-
ACC (MACC), y-glutamil-ACC (GACC) e jasmonil-ACC (JA-ACC) para regular a quantidade
de substrato disponivel para a producdo de etileno ou serem transportados (Poel, Van de e
Straeten, VVan Der, 2014). As reacOes que sdo catalisadas pelas enzimas ACS e ACO, ambas
consideradas etapas regulatdrias da biossintese de etileno (Dorling e McManus, 2012), o que

as tornam um objeto de estudo interessante.

As ACS sdo proteinas codificadas uma familia multigénica, na qual cada membro
¢ diferencialmente regulado a nivel transcricional por estimulos ambientais e
desenvolvimentais, o que reflete diretamente nos niveis na quantidade de etileno produzido (Lin
et al., 2008). Tsuchisaka et al. (2009) ao trabalhar com mutantes mdltiplos de acs em
Arabidopsis, observaram que as plantas produzindo menos etileno apresentaram mudancas
drésticas no crescimento e desenvolvimento, como aumento da estatura das plantas, retardo da
senescéncia e suscetibilidade a patégenos. Também foi observado a formacao de homodimeros
e heterodimeros entre as ACS, onde cada combinacdo de dimeros respondem a estimulos

diferentes, o que permite uma complexa rede de regulagdo da via de biossintese do etileno. Em
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Arabidopsis as ACSs sao codificadas por uma familia composta por 12 genes, no entanto, nem
todas estdo relacionadas com a biossintese de etileno. Essas enzimas apresentam grande
similaridade da cadeia polipeptidica na regido do dominio catalitico, portanto a classificacdo
dessas proteinas é feita baseada na presenca de residuos de serina relacionados a regulagdo na
regido C-terminal. As ACSs do tipo 1 apresentam uma extensdao no C-terminal com trés sitios
de fosforilacdo pela MAPK (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASES) e um sitio de
fosforilagdo pela CDPK (CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASE); as do tipo 2
apresentam extensdo do C-terminal menor que as do tipo 1 e um sitio de fosforilacdo pela
CDPK; as do tipo 3 aparentam uma curta extensdo do C-terminal e a auséncia de sitios de
fosforilacdo. Quando desfosforiladas, as ACS do tipo 1 e 2 sdo encaminhadas para a degradacéo
via proteossoma 26S, (Harpaz-Saad et al., 2012). Os mecanismos de regulacdo das ACSs do
tipo 3 ainda ndo sdo claros, porém sabe-se que a desestabilizacdo dessas enzimas pode ser
mediada por residuos presentes na regido N-terminal (Sun et al., 2017), assim como pela
ubiquitinacdo feita pela E3 ubiquitina-ligase XB3 (Lyzenga, Booth e Stone, 2012). Até o
momento foram caracterizadas duas ACSs em cana-de-agucar, nomeadas com SCACSL (tipo 1)
e SCACS?2 (tipo 3) (Tavares, 2011).

No presente estudo foi identificado uma terceira ACS em cana-de-agucar, nomeada
como ScACS3 e classificada como tipo 3. Posteriormente, para estudar a influéncia da baixa
producdo de etileno na fisiologia e crescimento da cana-de-aglcar em todo seu ciclo de vida,
foram silenciados os 3 genes SCACS através da técnica de RNA de interferéncia (RNAI). Em
resposta aos baixos niveis de etileno enddgeno, foi observado que as plantas apresentam
aumento na velocidade da germinacdo e estatura nos meses iniciais, juntamente com a
expressao dos fatores de transcricdo ScPIF3, ScPIF4 e ScPIF5 nas folhas e colmo, o que pode
estar intimamente relacionado com a indugdo do crescimento. Curiosamente, foi observado
algumas respostas geralmente induzidas pelo etileno, como aumento da expressao do SCACO5,
ScERF1 e ScGAI nas folhas e colmo, e investimento no aparato antioxidante ndo-enzimatico.
Diferente do esperado a redugdo dos niveis de etileno ndo interferiu no contetdo de sacarose
nos colmos das plantas maduras. Ndo podemos descartar, porém, que essa resposta pode estar
sendo influenciada pela limitacdo imposta pelo cultivo em casa de vegetacdo, uma vez que o
fenotipo observado nas plantas jovens desaparece progressivamente com o tempo. Os
resultados apresentados neste artigo fornecem bases para estudos futuros, visando entender com
maior profundidade a influéncia do etileno na produtividade e desenvolvimento da cana-de-

acucar.
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2.2 Materiais e métodos

2.2.1 ldentificacéo e classificacdo do gene SCACS3

Até 0 momento foram publicadas a identificacdo de duas ACS em cana-de-acuUcar,
SCACS1 (JF274985) e SCACS2 (JF274986) (Tavares, 2011). Contudo, usando o genoma da
cana-de-acucar (Riafio-Pachon e Mattiello, 2017) foi possivel identificar a sequéncia de uma
terceira SCACS. Para comparar e classificar essa possivel SCACS3, foi feito o alinhamento
usando o programa ClustalX (Larkin et al., 2007) e a filogenia pelo método neighbor-joining
com bootstrap de 1000 replicatas no programa MEGA-X (Kumar et al., 2018). Para os testes
foram usadas as sequéncias proteicas das duas ACS de cana-de-agucar (SCACS1 (ADZ96243.1)
e ScACS2 (ADZ96244.1); Figura suplementar 1) (Tavares, 2011), das 9 ACSs funcionais de
Arabidopsis ((ACS1 (AT3G61510.1), ACS2 (AT1G01480.1), ACS4 (AT2G22810.1), ACS5
(AT5G65800.1), ACS6 (AT4G11280.1), ACS7 (AT4G26200.1), ACS8 (AT4G37770.1),
ACS9 (AT3G49700.1), ACS11 (AT4G08040.1)) (Tsuchisaka e al., 2009) e da possivel
ScACS3(AAV63950.1) (Figura suplementar 1).

2.2.2 Transformacéo das plantas

Plantas de cana-de-aclcar do cultivar SP8032-80 foram transformadas com um
cassete de expressdo para transcricdo de um RNAI que possui como alvo regides dos genes
SCACS1, SCACS2 e SCACS3. Essas regides foram selecionadas usando o software Galaxy
(Mareuil, Doppelt-azeroual e Ménager, 2017) (Figura suplementar 1). O cassete de expressdo
foi inserido no vetor pGVG (Figura 1) e calos de cana foram transformados pela empresa
PangeiaBiotech (Campinas, SP, Brasil) empregando Agrobacterium tumefasciens (Guidelli et
al., 2017). As plantas obtidas e adaptadas em casa de vegetagcdo foram chamadas de RO
(“Regenerated”, geragao zero) e a plantas produzidas a partir de toletes de plantas RO contendo

as gemas laterais (seedcane em inglés) foram chamadas de S1.

S’ untranslated region STOP codon

Hindill

[ I [ | | I
MV )
3ssrﬂ Nptll [ CaMV promoter Ubi-1 promoter ||| Ubi-1 intron GATEWAY 355t m pGVG
enhanced,
attR1-Cm'-ccdB-attR2  FLAG-tag

ScmYBIl

i)

Figura 1: Vetor pGVG_hpACS123 usado para producédo das plantas transgénicas. A expressao
do transcrito é controlada pelo promotor ZmUbil (com éxon ndo traduzivel e um intron na
extremidade 5°) e pela regido 3'ndo traduzida CaMV 35S. Uma FLAG-tag esta posicionada
upstream a regido 3" ndo traduzida. O marcador de selecdo vegetal é o gene NPTII, controlado
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pelo promotor CaMV 35S. Cmr: gene de resisténcia cloranfenicol. ccdB: gene letal. RB: borda
direita do vetor. LB: borda esquerda do vetor. O backbone do vetor pGVG é uma versédo
modificada do pCAMBIA2300 (CAMBIA, Canberra, Australia) (Guidelli et al., 2018). No
vetor final o hairpin foi inserido no lugar do Cmr e ccdB, via recombinagdo com as regioes
attR1 e attR2.

2.2.3 Quantificacdo de etileno

Para quantificacdo da producéo de etileno de todas as plantas RO ainda em condicéo
in vitro, 3 plantas de cada evento independente foram colocadas individualmente em fracos de
vidros de 18 ml contendo 2 ml de meio MS liquido com metade dos sais e selados por 24 h.
Ap0s esse periodo 1 ml do ar do headspace dos frascos foi coletado e injetado no cromatografo
gasoso (CG). Para fazer a caracterizacdo da producdo de etileno planta foram coletados 16
discos de 6 mm das folhas +1, para cada evento foi usado 3 de plantas RO com 7 meses. Os
discos foram pesados e armazenados em frascos de 18 ml hermeticamente fechados e
protegidos da luz por 24 h. Usando uma seringa, 1 ml do ar contido no headspace foi coletado
e injetado diretamente no CG para a quantificacdo de etileno. As leituras foram feitas no CG
modelo Agilent 6890 Plus (Aligent, EUA) e a analise dos cromatogramas feita usando o
programa MSD ChemStation (Aligent, EUA). Para calcular a quantidade de etileno liberada foi
levada em consideracdo a quantidade de ar presente no headspace, a quantidade amostrada e o

peso fresco de cada planta.

2.2.4 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O terco médio das folhas +1 das plantas S1 com 3 meses e 0s colmos das plantas
com 6 meses foram coletados entre 11h00 e 12h00 horas, imediatamente submersos em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -80 °C. O RNA total de folhas e colmos foi
extraido usando o protocolo de guanidina descrito por Logemann, Schell e Willmitzer (1987),
com a etapa adicional de precipitacdo com acetato de s6dio 3M (pH 5.2). A integridade do RNA
foi analisada em gel desnaturante de agarose, enquanto a pureza e concentracdo do RNA foram
analisadas usando um Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, EUA). Por fim, o tratamento com
DNase foi feito usando DNase | Amplification Grade (Invitrogen, EUA), seguindo o protocolo
do fabricante. A eficiéncia do tratamento com DNase | foi avaliada por rea¢cdes de PCR usando
os primers do promotor da SCACS1 (Fw: GTAGGGGTTCTCGTCGTAGGCTTTCC; Ruv:
AGAGGAGATGATGCTCGGCACTGCTAC) e verificando a presenca de bandas em gel de
Agarose (TAE 1X e 1% de agarose (p/v)). Quando confirmada a presenca de gDNA um novo

tratamento com DNase | era realizado. A sintese de cDNA foi feita a partir de 3 pg de RNA
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usando a enzima SuperScript® 11l (Invitrogen, EUA) segundo o protocolo do fabricante, e

armazenado a -20°C.

2.2.5 Expressdo génica usando gPCR

Foi avaliado o padrao de expresséo dos 3 genes SCACS silenciados: SCACS1 (acesso
ADZ96243.1), SCACS2 (ADZ96244.1) e SCACS3 (AAV63950.1). Também foi avaliado a
expressdo dos genes responsivos a mudanca dos niveis de etileno em cana-de-agucar (Cunha et
al., 2017): ACO5 (ACC OXIDASES5, CA116504.1), EIL1 (ETHYLENE INSENSITIVE3-LIKEL,
MG766285.1), EIL3 (ETHYLENE INSENSITIVE3-LIKE3, CA190765.1), ERF1 (ETHYLENE
RESPONSIVE TRANSCRIPTION FACTOR1, CA101597.1); dos 3 FTs indutores do
crescimento: ScPIF3 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR3; MG766281), ScPIF4
(PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR4; MG766282), ScPIF5 (PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR5; MG766283); e do SCGAI (GA-INSENSITIVE; MG766280), com
funcdo inibitdria do crescimento. A reacdo de qPCR foi feita usando GoTag® gPCR Master
Mix (Promega, EUA) e o equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems, EUA). A reacédo foi
composta de 2X GoTag® qPCR Master Mix, 200 mM de cada primer 1 pl de cDNA (1:10)
com volume final de 12 pl. Essa analise foi executada com trés réplicas bioldgicas, trés réplicas
técnicas e poliubiquitina como controle endogeno (Papini-Terzi et al., 2009). Os valores de
cycle threshold (Ct) foram obtidos usando o software ExpressionSuite Software v1.1 e a
expressdo relativa calculada pelo método 244€T (Livak e Schmittgen, 2001). Os primers para
SCACSs e ScPIFs foram desenhados usando Primer-BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) com os parametros e testes de eficiéncia

baseados em (Bustin e Huggett, 2017). Os primers dos FTs da via do etileno foram obtidos em
Cunha et al. (2017) e os do gene ScGAIl em Tavares et al. (2018) (Tabela suplementar 1).

2.2.6 Avaliacdo biométrica

Para avaliar o impacto da baixa producdo enddgena de etileno alguns pardmetros
biométricos, geralmente relacionados com esse horménio, foram aferidas. Usando 5 plantas de
cada evento independente, foi obtida a altura das plantas, numero de perfilhos (NP),
comprimento das folhas (CF), largura das folhas (LF) e a area foliar (AF) pelo método descrito

por Hermann e Camara (1999).

2.2.7 Quantificacdo de clorofila
O conteudo de clorofila foi determinado usando 50 mg de material macerado

coletado de folhas +1 das plantas S1 com 6 meses. Os pigmentos foram extraidos com etanol


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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70% e a absorbancia da solugéo etandlica medida em espectrofotdmetro (665 nm e 645 nm), 0s

valores de clorofila a, b e total (a + b) foram obtidos pelas equacgdes descritas por Arnon (1949).

2.2.8 Avaliacdo da Fotossintese

As medicOes de trocas gasosas foram realizadas, entre 10h00 e 12h00, na por¢édo
média da folha +1. Os dados de assimilacdo de CO, (A), condutancia estomatica (Gs) e
transpiragdo (E) foram coletados apds exposicdo das folhas a 1.500 umol m2s? de luz e uma
concentragéo constante de CO- de 400 umol™? usando um analisador de gas por infravermelho
Li-6400 XT (LiCor, EUA).

2.2.9 Teste de Germinacgéo

As gemas usadas no teste de germinacdo foram coletadas das plantas S1 com 8
meses, preservando 3 cm de entrends em cada lado da gema e selecionando aquelas entre 2,5 e
3 gramas. As gemas foram germinadas em bandejas plasticas com composto organico classe A
(Genfértil, Brasil) como substrato e irrigacao diaria, tomando o cuidado de manter as gemas

sempre cobertas por substrato. O nimero de gemas germinadas foi monitorado por 21 dias.

2.2.10 Atividade antioxidante ndo enzimatica

O extrato das folhas +1 usado para a avaliacdo do poder redutor dos ions ferro
(FRAP), taxa de captura de radicais livres (%DPPH) e conteldo de fendis foi feito como
descrito por (Adam et al., 2009). A %DPPH foi avaliada como Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995), avaliando consumo de DPPH pelo extrato usando a 517 nm por 5 minutos. A
avaliacdo do FRAP do extrato foi feita pelo método descrito por Benzie e Strain (1996),
medindo a capacidade do extrato em reduzir os ions Fe** e Fe*? pela formagdo do composto
azul tripiridiltriazina a 593 nm. O FRAP foi representado em equivalentes da atividade
antioxidante do acido ascorbico (EAA). O conteudo de fenois foi mensurado pelo método Folin-
Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965), usando acido galico como padrédo a 765 nm. As medidas

da absorbancia foram feitas em espectrofotometro 8453 UV-VIS (Agilent, EUA).

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Alinhamento e filogenia das ACS

A andlise das sequéncias de SCACS1, SCACS2 e SCACS3 (Figura suplementar 1)
revelaram que esses genes, apresentam regido codificante de 1464, 1401 e 1476 pb,
respectivamente, e quando traduzidas dao origem as sequéncias peptidicas e massas preditas
com 487 (54 kDa), 466 (51 kDa) e 491 (53,5 kDa) aminoacidos. Comparando as sequéncias
proteicas foi constatado que SCACS1 e SCACS2 possuem 53,5% de similaridade, SCACSL1 e
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ScACS3 possuem 50,96% e SCACS2 e SCACS3 possuem 58,99%. Assim como em Arabidopsis
(Yamagami et al., 2003), as SCACSs possuem tamanhos e massa semelhantes, porém

apresentam alta dissimilaridade na sequéncia de aminoacidos.

Devido a alta dissimilaridade nas sequéncias proteicas das ACS, a identidade dessas
isoenzimas sdo determinadas pela presenca de 7 boxes conservadas ao longo das sequéncias
(Yamagami et al., 2003). Adicionalmente, as propriedades enziméticas das ACS sdo
determinadas pela presenca de residuos especificos e invariaveis em todas enzimas as
funcionais (Figura 2). O glutamato (E) presente no box 1 e um residuo de tirosina (Y) do box 2
conferem especificidade ao substrato (McCarthy et al., 2001), enquanto o motivo PSN no box
4 esta relacionado com a atividade enzimatica (Liang et al., 1995). MutacGes nessas regides
altamente conservadas fazem com que as propriedades enzimaticas de ACS sejam
comprometidas. As trés SCACSs avaliadas apresentam os 7 boxes que caracterizam a familia
das ACS, ndo apresentando nenhuma modificacdo nas regides relacionadas com as

propriedades enzimaticas.
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AtACS] | I MSQGACENQLLSKLALSDKHGEASPYFHGWKAYDNNPFHPTHNPQGVIQMGLASNQLCSDL|IKEWIK -ENPQASICT- - - 76
AtACS2? - -
ScACST 1 - -MAGGSSAEHHLLSRIAAGDGHGENSSYFDGWKAYEMNRFDLRDNRDGI [QMGLA|ZNQLSLDLII EQWIM- EHPEASICT - - - 77
AtACSs 1-- -MVAFATEKKQDLNLLSEIASGDGHGENSSYFDCWEAYEENPFHPIDRPDGVIIQMGLASNQLCGDLIMREWYL -KHPEASICT - - - B0
AtACS7 I MGLPLMMERSSNNN- - -NVELSRVAVSDTHGEDSPYFAGWKAYDENPYDESHNPSGVIQMGLAPINQVSFDLILETYLEKKNPEG SMWG - - - 84
SeACS2? I MGGELLLGASQSHAAAASPPLEKVATSGLHGEDSPYFAGWEAYDENPYDAASNPGGVIQMGLAPNQVSFDLILEGYLR-DHPEAAGWGGAA B89
ScACS3 1------ MVSMIADEKPQPQLLSKKAACNSHGQDSSYFLGWEEYEKNPYDPVANPGGI IQMGLAONQLSFDLILEAWLE - ANPDALGLR - - - 80
AtACSII 1-- ---MLSSKVVGDSHGQDSSYFLGWQEYEKNPFHESFNTSGIVIQMGLASNQLSFDL|I EKWLE - EHPEVLGLE - - - 67
AtACS9 1 - -MEQLSREVT SNAHGQDSSYFLGWEEYEKNPYDEIKNPNGI IIQMGLAPNQLCFDLIIETWLA - KNPDAAGLEK - - - 69
AtACSS 1 - -MEQLSTEVTSNGHGQDSSYFLGWEEYEKNPYDEIKNPNGMIQMGLASNQLCFDLIIESWLT - KNPDAASLK - - - 69
AtACSS 1 - -MGLLEKKASCNTHGQDSSYFWGWEEYEKNPYDEIKNPDGI IIQMGLASNQLSFDLI ESWLA - KNPDAANFQ- - - 69
AtACSe 1 - - -MVQLSREATCNSHGQVSSYFLGWEEYEKNPYDVTENPQGI IIQMGLAISNQLCFDLILESWLA - QNTDAACFK - - - 60
Conservation
551131320331033020220001003121132332121042120320-011120010- - -
AtACST 77 AEGIDSFSDIAVFOQDIMHGLE|QFRQATIATFMERARGGRVRFEAERVVMSGGATGANET IMFICLADPGDAFLVPTPYYAAFDRDLRWRTGVR 166
AtACS2 | T e MGKARGGRVTFDPERVVMSGGATGANET IMFICLADPGDVFLIPSPYYAAFDRDLRWRTGVE 6l
SeACST 78 AQGASEFRRIANYQD|NGLPEFREAMAKFMGQVRGGEVTFDPDRVVMSGGATGAQDTLAFICLADPGDAYLVPTPYYPAFDRDCCWRSGVE 167
AtACS6 81 SEGVNQFSDIAIFQDVHGLP[EFRQAVAKFMEKTRNNKVEFDPDRIVMSGGATGAHETVAFICLANPGDGFLVP[TPYYPGFDRDLRWRTGVN 170
AtACS7 85 SKGAPGFRENALFQDUHGLE[TFROQAMASFMEQIRGGKARFDPDRIVLTAGATAANELLTF|ILADPNDALLVPTPYYPGFDRDLRWRTGVE 174
ScACS2 90 GSGVASFRDNALF QD VHGLEAFREAMASFMEKIRGGKARFDPDRIVLTAGATAANELLTF|ILANPGDALLIPITPYYPGFDRDLRWRTGVN 179
SeACS3 81 RGGASVFRELALF QD HGMPAFKNALARFMSEQRGYRVTFDPSNIVLTAGAT SANEALMFICLADHGDAFLIPITPYYPGFDRDLEWRTGAE 170
AtACSII 68 KNDESVFRQLALFQD\HGLPAFKDAMAKFMGEKIRENKVEFDTNKMVLTAGST SANETLMFICLANPGDAFLIPAPYYPGFDRDLKWRTGVE 157
AtACSY 70 KDGQSIFKELALFQD){HGLPEFKKALAEFMEEIRGNRVTFDPSKIVLAAGSTSANETLMFICLAEPGDAFLLP[TPYYPGFDRDLEKWRTGAE 150
AtACSS 70 RNGQSIFRELALFQD)YHGMPEFEEAMAEFMEEIRGNRVTFDPKKIVLAAGSTSANETLMFICLAEPGDAFLLP[TPYYPGFDRDLEKEWRTGAE 150
AtACSS JF0REGQSIFRELALFQDVHGLP|SFEKENAMADFMSENRGNRV SFNPNKLVLTAGATPANETLMFICLADPGDAFLLP[TPYYPGFDRDLKWRTGAE 159
AtACSY 70 RDGQSVFRELALFQDIHGL S|SFENAFADFMSENRGNRYVSFDSNNLVLTAGATSANETLMFICLADPGDAFLLP[TPYYPGFDRDLEWRTGVE 150
Conservation I_IJ - B B
00101021103021431310023131312 465 45 646 67506 3 5 5
AtACST 167 IIPVECS SSNNFQITKQALESAYLKAQETGIKIKGLIISN|- - -PLGTSLDRETLESLVSFIND-KQIHLVCDEIYAATVFAEPGFISVAE 252
AtACS2? 62 IITPVPCSSSDNFELTVDAAEWAYKKAQE SNEKVEGLILTN,| PLGTMLDKDTLTNLVRFVTR-KNIHLVVDEIYAATVFAGGDFVSVAE 150
SeACST 168 LLPIECHSANNFTLTQEALVSAYDDARRQGIRVEGILVTN| PLGTIMDRATLAMLATFATE -HRVHLICDEIYAGSVFAKPDFVSIAE 256
AtACS6 171 LVPVTCHSSNGFKITVEALEAAYENARKSNIPVEGLLVTN| PLGTTILDRECLKSLVNFTND-KGIHLIADEIYAATTFGQSEFISVAE 259
AtACS7 175 IVPIHCDSSNHFQITPEALESAYQTARDANIRVRGVLI TN PLGAT[VQEKEVLEDLLDFCVR -ENIHLVSDEIYSGSVFHASEFTSVAE 263
ScACS2 180 IVPVHCDSANGFQVTVAALQAAYEEAEAAGMRVRAVLLTN PLGTTVERSVLEDVLDFVVR-HNIHLISDEIYSGSVFAAPDLVSVAE 268
SeACS3 171 IVPVHCTSGNGFRVTRAALDDAYRRAQKEQRLRVEGVL I TN PLGTT[SPRADLEMLVDFVAA -KEGIHLVSDEIYSGTAFAEPGFVSVLE 250
AtACS1I 158 IVPIHCVSSNGYKITEDALEDAYERALKHNLNVEGVLI TN PLGTSTTREELDLLLTFTST -KKIHMVEDEIYSGTVFDSPEFTSVLE 246
AtACS? 160 IVPIHCSSSNGFQITESALQQAYQQAQELDLEVEGVLV TN PLGTMLTRRELNLLVDFITS -ENIHLISDEIYSGTVFGFEQFVSVMD 248
AtACSS 160 IVPIHCSSSNGFQITESALQQAYQQAQKLDLEVEGVLVTN PLGTALTRRELNLLVDFITS -ENIHLISDEIYSGTMFGFEQF I SVNMD 248
AtACSS 160 IVPIQCKSANGFRITEKVALEEAYEQAQKLNLEVEGVLI TN PLGTTITTRTELNHLLDFISR-KKIHLISDEIYSGTVFTNPGF I SVME 248
AtACSe 160 IVPIQSSSTNGFRITKLALEEAYEQAKKLDLNVEGILI TN PLGTTITTQTELNILFDFITENENIHLVEDEIYSGTVFNSSEF I SVME 240
Conservation I » i = - [ ™ - - n l l_d
271 4323464 2 34 31964 663-094 a 672234
AtACST 253 IIQEMYY - - VNRDL SLSKEDMGLPGFRVGVVY SYNDVVVSCARRMSSFGLVSSQTQS[FLAAMLEDQSFVDNFLVEV SKERVA 335
AtACS2? 151 VVNDVDI SEVNVDL - SLSKDMGLPGFRVGIVYSFNDSVVSCARKMSSFGLVSSQTQLMLASMLSDDQFVDNFLMES SRRLG 235
SeACST 257 VIERDVPG-CNRDL SLSKEDFGLPGFRVGIVYSYNDDVVACARKMSSFGLVSSQTQNFLAKMLESDAEFMARFLAESARRLA 340
AtACS6 260 VIEEIED - - CNRDL SLSKDMGLPGLRVGI[VYSYNDRVVQIARKMSSFGLVSSQTQHLIAKMLSDEEFVDEF IRESKLRLA 342
AtACS7 264 IVEN- - - -IDDVS- -VEERVHIVY|SLSKDLGLPGFRVGT|IYSYNDNVVRTARRMSSFTLVSSQTQHMLASMLSDEEFTEKYIRINRERLR 347
ScACS2? 260 LVESRARRGDDAG- -VAERVHIVY|SLSKDLGLPGFRVGV[VY SYNDAVVTTARRMSSFTLVSSQTQE[TLVAMLSDADFADAYIRTNRERLR 356
SeACS3 260 VVAARVNAATDAVGLLSERVHVVY|SLSKDLGLPGFRVGAII Y SSNAGVV SAATEMSSFGLYVSSQTQHLLASLLGDRDFTRRYVAENTRRIK 349
AtACSI1I 247 VAKDK - - -NMGLD - - - -GKIHVVY|SLSKDLGLPGFRVGL|I Y SNNEKVVEAATKMSSFGLISSQTQHLLANLLSDERFTTNYLEENKKRLR 320
AtACS? 240 VLEDENLENSEVS- - - -KRVHIVY|SLSKDLGLPGFRVGAIYSNDEMVV SAATKMSSFGLYVSSQTQY|LLSALLSDEKFTSTYLDENQKERLE 334
AtACSS 249 VLEKEDKKLEDTEWVS -KRVHVVY|SLSKDLGLPGFRVGAIYSNDEMIVSAATKMSESFGLVSSQTQY[LLSALLSDEKFTSQYLEENQKRLE 334
AtACSS 240 VLEDRELENTDVF - - - -DRVHIVY|SLSKDLGLPGFRVGV|I Y SNDDFVVSAATKMSSFGLISSQTQY|LLSALLSDETFTENYLEENQIRLE 334
AtACSe 250 ILKNNQLENTDVL - - - -NRVHIVC|SLSKDLGLPGFRVGA|I YSNDEKDVI SAATKMESFGLVSSQTOY|LLSSLLSDEKFTEKNYLRENQKRLE 335
Conservation il I . - - I I - il h h ]
33000--3432------ a 5031 46°4a 26+64 34 633 24644 4
AtACST 336 KRHEMFTEGLEEMG - I SCLRSNAGLFVLMDLRHMLED - QTFDSEMALWRV I INKVEKINVSPGSSFHCSEPGWFRVCFA DEDTLQIALE 423
AtACS2? 236 IRHEVFTTGIKKAD - IACLTSNAGLFAWMDLRHLLRDRNSFESEIELWHII IDRVELNVSPGSSFRCTEPGWFRICFA DDDTLHVALG 324
ScACST 341 ARHDRFIAGLREVG- lACLPGNAGLF SWMDLRGMLRD - KTHDAELELWRV I IHKVELNVSPGTSFHCNEPGWFRVCHA DDETMEVALD 428
AtACSE 343 ARHAEITTGLDGLG - | GWLKAKAGLFLWMDLRNLLKET - ATFDSETELWRYV IVHQVELNVSPGGSFHCHEPGWFRVCFA DHETMETALE 430
AtACS7 348 RRYDTIVEGLEKEKAG- lECLKGNAGLFCWMNLGFLLEK -KTKDGELQLWDV I LKELNLNISPGSSCHCSENGWFRVCFA SENTLEIALK 435
ScACS2? 357 SRHDHIVAGLARAG-VPCLRGNAGLFVWMDMRRLLGE - ATVAGELRLWDRILREVELNISPGSSCHCSEPGWFRVCFA SLDTLDVALA 444
SeACS3 350 ARRDQLAEGLAAIGGIECLESNAGLFCWVNMRGLMRT - PSFEGEMELWEEVVFEVGLNVSPGSSCHCREPGWFRVCEFA SAKTLDVALQ 438
AtACS1I 330 ERKDRLVSGLKEAG- I SCLESNAGLFCWVDLRHLLKS -NTFEAEHSLWTKIVCEVGLNI SPGSSCHCDEPGWFRVCFA SDQTMEVAMD 417
AtACS? 335 IRQEKKLVSGLEAAG- ITCLESNAGLFCWVDMRHLLDT -NTFEAELELWEKIVYDVELNISPGSSCHCTEPGWFRVCFEFA SEDTLDLAMEK 422
AtACSS 335 SRQRRLVSGLESAG- ITCLRSNAGLFCWVDMRHLLDT -NTFEAELDLWEKIVYMNVELNI SPGSSCHCTEPGWFRVCFA SEDTLDLALK 422
AtACSS 335 NRHEKLVSGLEAAG- IECLESNAGLFCWVDMRHLLES -NTFEAEIELWEKIVYEVELNISPGSSCHCNEPGWFRVCFANLSEETLEVALD 422
AtACS4 336 NRQREKELVLGLEAIG- IKCLEKESNAGLFCWVDMRPLLRS -KTFEAEMDLWEKIVYEVELNI SPGSSCHCEEPGWFRVCFA IDETLEKLALK 423
Conservation l L - . = l . B ol m BN Em BN ‘ "l m - . u -
27622863 3375-02 386 5 42 34-3844 43 44 3504 3 315 4 3
AtACS] 424 RIKDFVVGDR - - - ANKENKENCNC I CNNKR - ENKERKSF QEKNLSBERS SMR - YEEHVREIPKL 488
AtACs2? 335 RIQDFVSENKENKIVEKASENDQVIQNE - - SAKELEWT QTNLSSEIIRRL - - YEDGLSEPG I 390
ScACS] 420 RIRCFVRQHQ- - - - QSKAKAERWAATR - - - - - - - - PLESSEIRPRRGGATPSHLAIPEPLALL) 487
AtACSE 431l RIRVFTSQLE- - -EETEPMAATTMMAK - - - - KEKKCWQSNLSSEMISDTRRFDDGFFEPHEPVPPEPLYVRAQT - - - - 495
AtACS7 436 RIHEFMDRRR - - - - - - - - - -RF - - - - - - - - oo oo oo s 447
ScACS? 445 RMS R FMDRWN CKETTVSTQQQPH - - - - - o o oo mm oo oo 466
ScACS? 430 RLAAFAEATV - -AVEGRGPAARRV - - - - - - - - - LRPARSMSLPIGFS 491
AtACSII 418 RVEGFVDINNN - - -GGEQKERTMWDTR - - - - - - - - - - RRSLINK- - - - - - - 460
AtACS? 423 RLKEYVESTD -3RRVISKSSHDR---------- IKSLREKR- - - TVSN 470
AtACSS 4233 RLEKTFVESTD -CGRMISRSSHER- - - - - - - - - - LESLREK- - - TVSHN] 470
AtACSS 423 RLKRFVDGP S -PTRRS5Q-SEHQR---------- LENLREK - - - MEV SN 469
AtACS4 424 RLKMLVDDEN - -85RRCQKSKSER- - - - ------ LNGSREKTMSNV SN 474
Conservation

-00003000001

poooootl- - -

Figura 2: Alinhamento das sequéncias proteicas dos SCACSs e AtACSs. Estdo indicados na
figura: sete regiGes conservadas na familia das ACSs (caixas); Residuos E e Y responsaveis
pela especificidade enzimatica e PSN relacionado com atividade enzimaética (cinza); Residuos
de S alvos de fosforilagdo (vermelho); Motif RLSF/RLSL que interage com a CDPK (verde)
nas ACS do tipo 1; Dominio TOE necessario para fosforilagdo pela CDPK e interagdo com
ETOL1 nas ACS o tipo 2 (azul); Regido rica em regido rica em D/R/E necessaria para interacdo
com a ETO1 (preto). As barras abaixo indicam o grau de conservacéo.
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Na analise filogenética foi possivel identificar que as SCACSs e AtACSs foram
agrupados em trés grupos diferentes baseados nas caracteristicas do C-terminal (Figura 3). As
isoenzimas do tipo 1 apresentam regido C-terminal longa, cerca de 50 aminoacidos, com 3
residuos de serina alvos de fosforilacdo pela MAPK e um motivo (RLSF) alvo de fosforilacéo
pela CDPK (Figura 2). Na SCACS1 esse motivo possui uma troca de RLSF para RLSL, porém
essa mudanca ndo aparenta ser significativa ja que F/L sdo aminoacidos hidrofébicos (Sebastia
et al., 2004). A regido C-terminal do tipo 2 possui cerca de 40 aminoacidos, com um residuo
de serina alvo de fosforilacdo pela CDPK, um dominio TOE e uma regido rica em aspartato
(D), glutamato (E) e arginina (R). O motivo de que interage com a CDPK esta presente no
dominio TOE, uma vez que esse motivo é desfosforilado, o dominio TOE (WVFRLSF ou
WVFRVSW) pode interagir com a proteina ETO1 (ETHYLENE-OVERPRODUCERL1) que
sinaliza a degradacdo das ACSs do tipo 2 via proteossoma 26S. As ACS do tipo 2 sdo as Unicas
que apresentam o dominio TOE e a regido rica em D/E/R, sendo que mutagdes nessas regides
comprometem a regulacdo da producao de etileno via degradacdo dessa ACS (Yoshida et al.,
2005).

_— AtACSI
L AtACS2 —
3
_— ScACS1 e

L AtACS6

[~ AtACS7
L ScACS2 -
5
ScACS3 s

——— AtACSI11

L AtACS9
AtACSS =
- =
AtACSS N

“L— AtACS4

Figura 3: Arvore filogenética comparando ACS de Arabidopsis e cana-de-aglicar. As ACS
foram agrupadas em trés grupos baseados na regulacdo pos-transcricional: tipo 1, tipo 2 e tipo
3. Os valores de bootstrap estdo sendo representado nas ramificacGes a arvore.

Baseado no comprimento da regido terminal e presenca da regido rica em D/E/R,

as SCACS3 e AtACSL11 poderiam ser classificadas como tipo 2. No entanto, ambas sequéncias
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apresentam substituicfes no dominio TOE. Durante a evolucéo, mutagdes na regido C-terminal
da AtACS11 provocaram mudancas do motivo RLSF/RVSW, que sdo compativeis com a
fosforilagdo por CDPK em Arabidopsis, para KLSS, que ndo pode ser reconhecido pelas
kinases. Por essa razdo ela ndo é regulada da mesma forma que as outras ACSs do tipo 2, sendo
classificada como pertencente ao tipo 3 (Yoshida et al., 2005). A SCACS3 possui mudancas
ainda mais pronunciadas na regido do dominio TOE, de WVFRLSF/WVFRVSW para
WANRLTP. Esses resultados indicam que, assim como a AtACS11, as mudangas na SCACS3
impedem que ela seja regulada como tipo 2, devendo, portanto, ser classificada como tipo 3.
Pouco se sabe sobre a regulacdo pds-transcricional das ACS do tipo 3, embora alguns estudos
mostram que para controlar os niveis de producédo de etileno em Arabidopsis, a enzima AtACS7
(tipo 3) pode ser ubiquitinada pela E3 ubiquitina-ligase XB3 e encaminhada para degradacao
(Lyzenga, Booth e Stone, 2012), ou ainda ter a degradacdo mediada por residuos presentes no
N-terminal durante a senescéncia foliar (Sun et al., 2017).

2.3.2 Producéo de etileno e expresséo das SCACSs

Na primeira avaliagcdo de etileno das plantas transformadas (RO) em cultura de
tecido foi considerada a emissdo da planta inteira. Para isso as plantas permaneceram em frascos
de vidro por 24 h cultivadas em meio Murashige e Skoog (MS) liquido, ao fim desse periodo o
ar do headspace foi coletado e analisado por cromatografia gasosa. Dos 30 eventos avaliados
9 tiveram a emissao de etileno estatisticamente menor que o controle (1, 2,5, 6, 7, 10, 12 e 25),
em especial os eventos 1, 2, 7, 12, 24 e 25 que emitiram 46% menos etileno que o controle. Em
contrapartida alguns eventos destacaram-se pelo aumento da emissédo de (3, 4, 9, 17, 21 e 22).
A expressdo dos SCACSs nos cinco eventos com menor emisséo de etileno foi menor em relagéo
ao controle, porém alguns eventos essa correlacdo foi inversa. Nos eventos 9 e 22, onde os trés
genes ScACSs foram silenciadas, houve aumento da producdo de etileno (Figura 4).
Correlacionando a expressdo dos SCACSs e a producéo de etileno néo fica claro o papel de cada
uma na producdo de etileno devido a grande variagdo, com o qual concluimos que 0s ensaios
em planta in vitro ndo sdo informativos. Ainda assim, foram escolhidos os eventos 1, 2, 7, 12,
13, 14, 15, 24, 25 e 27 para cultivo em casa de vegetacédo e posterior quantificagdo de etileno

foliar.
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Figura 4: Expressdo génica dos SCACSs e producéo de etileno in vitro. A expressdo (224¢T;
barras) e producdo de etileno (linha pontilnada) foram comparadas com as plantas
transformadas com o vetor pGVG vazio (EV). Eventos marcados com * apresentaram producao
de etileno estatisticamente diferente pelo teste t (p < 0,05: n = 3).

A producao de etileno nas plantas adultas foi quantificada através de discos foliares
de plantas RO com 7 meses. Com excecdo dos eventos 2 e 27, todos 0s demais apresentaram
producéo de etileno menor quando comparado com o controle (Figura 5). Posteriormente, foi
avaliado a expressdo foliar dos SCACSs nos eventos com 0s menores niveis de producdo de
etileno (1, 7, 13, 24 e 25). Essa analise mostrou o0 aumento da expressao do gene SCACS2, entre
3 e 7 vezes maior que WT (Figura 5). Enquanto que, SCACS1 e SCACS3 tiveram suas expressoes
reduzidas, em especial no evento 25, onde a reducdo foi de 23 vezes para SCACS1 e 29 vezes
para 0 SCACS3. Ao fim dessa etapa experimental, foram produzidas a uma nova geracao de

plantas (S1) usando as gemas laterais das plantas RO. Essas novas plantas foram usadas para 0s

subsequentes ensaios.
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Figura 5: Producéo de etileno e expressdo das SCACSs nas plantas RO com 7 meses. Eventos
marcados com * apresentaram producgao de etileno estatisticamente menor pelo teste t (a) (p <
0,05); expressido génica dos SCACS (Fold change, 2"24T) nas folhas dos 5 eventos com menor
producéo desse horménio (b); as barras indicam o desvio padrao das medias (n=3).

Para caracterizar o perfil de expressdo dos trés SCACSs das plantas S1, foi usado
plantas com 3 meses para as folhas e 6 meses para os colmos (Figura 6). A expressdo dos genes
SCACSL1 e SCACS3 nas folhas foi reduzida em todos os cinco eventos quando comparadas com
o WT. Contudo, a expressao do SCACS2 néo apresentou diferenca significativa em comparagéo
com o WT nos eventos 13, 24 e 25, e apresentou expressdo 2,25 e 3 vezes maior nos eventos 1
e 7, respectivamente. J& no colmo, o gene SCACS1 teve a expressao reduzida em média 2,4
vezes em todos 0s eventos, com exce¢do do evento 25. O gene SCACS2 apresentou a expressao
reduzida de cerca de 2 vezes nos eventos 7, 13 e 24 e permaneceu inalterada nos demais eventos,
por fim, o SCACS3 teve a expressdo 1,5 menor nos eventos 1 e 24, enquanto que nos demais a

expresséo foi induzida.
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Figura 6: Expressdo dos SCACSs e producéo de etileno foliar nas plantas S1. Expresséo génica
(Fold change, 224¢T) das folhas (a) de plantas com 3 meses e colmo de plantas com 6 meses

(b): As barras indicam o desvio padrdo das médias (n=3).

Em Arabidopsis nem todas as ACSs estdo envolvidas na producdo de etileno
(Tsuchisaka et al. 2009), enquanto que em cana-de-agucar nao esta clara qual a relacdo de cada
uma das SCACSs e a producdo de etileno. Alessio (dados ndo publicados) demonstrou que o
SCACS2 é regulado diferencialmente em relagdo ao periodo do dia, tecido e estagio de
desenvolvimento. Ademais, a quantidade de transcritos do SCACS2 é menor nas folhas +1 do
gue nos colmos imaturos de cana-de-acucar, sendo que nos colmos maduros sua expressao é
maior do que nos imaturos. Alguns estudos tém demostrado que em Arabidopsis as PIFs podem
atuar induzindo a expressdo de ACSs (Gallego-Bartolome et al., 2012; Khanna et al., 2007;
Nomoto et al., 2012), o que poderia ajudar a explicar o aumento da expressao do SCACS2 nas

folhas (Figura 6a) e SCACS3 nos colmos(Figura 6b), uma vez que a expressdo dos ScPIFs
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também foi aumentada em nossas plantas (ver na se¢do 2.3.5). Adicionalmente, a expressao dos
SCcACSs pode estar sofrendo influéncia do SCERF1, devido a capacidade dessa classe de FTs de

atuar como inibidores da expressao de ACSs em Arabidopsis (Li et al., 2011).

Devido a complexa regulacdo da expressdo dos ACSs, 0 motivo do aumento da
expressdo do SCACS2 (folhas) e SCACS3 (colmo) ndo é claro, visto que, ambos 0s genes
deveriam estar silenciados. Porém, tais resultados podem ser consequéncia de algum
mecanismo compensatorio e/ou podem estar sofrendo influéncia de genes que ndo foram

avaliados, que estariam diferencialmente expressos devido a baixa producéo de etileno.

2.3.3 Influéncia da baixa producéo de etileno na expressdo do gene SCACO5

ACOs sd@o genes responsaveis por codificar a Gltima enzima de biossintese do
etileno, a que converte ACC em etileno (Bleecker e Kende, 2000). Junto com as ACSs, as ACOs
sdo as principais enzimas relacionadas com a regulacdo da producdo de etileno (Dorling e
McManus, 2012). Assim como os genes SCACSs, SCACOs foram pouco estudados em cana-de-
acucar até o momento. No entanto, quando Cunha et al. (2017) avaliaram o transcriptotoma de
plantas adultas de cana-de-acucar tratadas com Ethephon (agente que libera etileno
intracelularmente) foi observado que SCACO5 aumenta sua expressao nos colmos e reduz nas
folhas. Baseado nisso, SCACS5 apresenta ser um bom candidato para estudar a influéncia e da
baixa producdo de etileno na via de biossintese do etileno. No presente experimento, a
expressao de SCACOS5 apresentou aumento nos dois 6rgaos avaliados comparativamente ao tipo
selvagem, sendo 4 vezes maior nas folhas (Figura 7) e 3 vezes maior no colmo (Figura 8). Ja
outro gene que codifica ACO (SCEZLR1009E06.g), ainda ndo caracterizado, teve a expressao
reprimida em ambos tecidos. De Paepe et al. (2004) descrevem que a aplicacdo de etileno
exogeno pode afetar diferencialmente a expressao dos quatro ACOs de Arabidopsis, enquanto
a mutacdo ein2-1 aumenta expressdo de apenas um deles, independente da aplicacdo de etileno.
Curiosamente, os baixos niveis de producdo de etileno em nossas plantas aumentaram a
expressao do SCACOS5 nas folhas, enquanto em Cunha et al. (2017), a aplicacdo de AVG, um
inibidor das ACSs, reprimiu a expressdo do SCACO5. Em Arabidopsis ACOs também podem
ter a expressao induzida por ERFs (Rudus, Sasiak e Kepczynski, 2013), permitindo especular
que, em nossas plantas silenciadas, o0 aumento da expressdao do ScERF1(Figura 7; Figura 8)
possa estar induzindo a expressdo do gene SCACO5. Os mecanismos por tras desse aumento de
expressao ainda ndo estdo claros, embora ele possa estar relacionado como uma tentativa de

aumentar a eficiéncia da conversdo de ACC em etileno para compensar o silenciamento dos
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SCcACSs. Porém, estudos futuros sdo necessarios para caracterizar a fungdo das SCACOs, visto

que a regulacdo da expressao desses genes, assim como das ACSs, é bastante complexa.
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Figura 7: Perfil de expressdo dos genes avaliados nas folhas das plantas S1 com 3 meses.
Expressdo génica (Fold change, 222¢T) dos genes SCACO5, ScEIL1, SCERF1, ScPIF3, ScPIF4,
ScPIF5 e ScGAI nas folhas +1 das plantas com producéo reduzida de etileno; as barras indicam
0 desvio padrdo das médias (n=3).



44

ScACOS5 ScEILI
5 45
n
4 [ 35 - w
J T | e >
B : . J l gzns 1 (
I
= = 1’5 B
I . I
¥
I iy | O
0 t t 0 + + +
WT 13 24 25 WT 13 24 25
ScERF1 ScPIF3
7 3
| [
;. 1 \ T
b, g I
2 | £ T
2s T Z [ .
= T = n
.
0 0

WT ' 13 ' 24 ' 25 WT 13 24 25
ScPIF4 ScPIF5
6 6
5 + 5
:
2 . [ 1 [

——
Fold change
w

—

Fold change
w
—
—

+ t t + + +
1 2 3 4 WT 13 24 25
Eventos

ScGAI

Fold change
~
——
—
—
——

-
[EE—
_

WT 13 24 25
Eventos

Figura 8: Perfil de expressao dos genes avaliados nos colmos das plantas S1 com 6 meses.
Expressdo génica (Fold change, 222¢T) dos genes SCACO5, ScEIL1, SCERF1, ScPIF3, ScPIF4,
ScPIF5 e ScGAI em colmos maduros das plantas com producédo reduzida de etileno; as barras
indicam o desvio padrdo das médias (n=3).
2.3.4 Fatores de transcricdo de resposta primaria ao etileno tém a expresséo induzida pela
baixa producdo desse hormonio
EIN3 (ETHYLENE INSENSITIVE 3) é um importante fator de transcricdo que

inicia uma cascata transcricional de ativacao e represséo de genes de resposta ao etileno (An et
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al., 2010), tal como os ERFs (Solano et al., 1998). Em Arabidopsis o EIN3 tem sua acdo
correlacionada com seus homélogos, sobretudo com o EIL1 (EIN3-like 1) (Chao et al., 1997).
Recentemente nosso grupo identificou que cana-de-agUcar possui 4 homdélogos do SCEIN3
(ScEIL1, ScEIL2, ScEIL3 e SCEIL4) (Alessio, dados ndo publicados), e que a aplicagdo de
etephon pode aumentar expressdo do ScEIL3, enquanto que a aplicacdo de AVG inibe a
expressao desse gene (Cunha et al., 2017). Em nossas plantas foram avaliadas a expressao do
ScEIL1 (Figura 7; Figura 8) e ScEIL3 (Figura suplementar 2), sendo que a baixa producdo de
etileno afetou apenas a expressao do ScEIL1, o qual teve a expressédo induzida nos colmos.

Fatores de Resposta ao Etileno (ERFs) sdo uma importante classe de proteinas que
possuem o dominio de FT AP2 (APETALA2)/ERF e estdo relacionados com a resposta e
sinalizacdo ao etileno. A regulacéo da expressao desses FTs pode ser dependente dos estimulos
ambientais, resposta cruzada com outros horménios (Muller e Munné-Bosch, 2015), tecidos e
estagios de desenvolvimento. Cavalcante et al. (2007) constataram que a expressdo de SCERF1
e SCERF2 sédo induzidas pela aplicacdo de etileno e que essa indugéo pode ser potencializada
pela aplicacdo de jasmonato. Em relacdo a resposta a interacdo com bactérias e virus foi
observado que a inoculacdo das plantas de cana-de-agicar com bactérias fixadoras de nitrogénio
por 7 dias reduz a expressdo de SCERF1 e aumentam a expressdo de SCERF2. Ja a infeccao
pela bactéria patogénica Leifsonia xyli subsp. xyli e pelo virus do mosaico da cana-de-agucar
(SCMV) induz a expressdo do gene SCERF1, enquanto a expressao de SCERF2 € reprimida apds
infeccdo pelo SCMV. Cunha et al., (2017) observaram que a aplicacdo de Ethephon e AVG
(antagonista do etileno) em plantas com 10 meses podem modular de forma complexa a
expressao diversos genes da via do etileno, entre os quais 0os ERFs. Essa mudanca de expressdo
pode apresentar diferencas dependendo do tecido avaliado e tempo ap0s a exposi¢ao. Em nosso
estudo, foi avaliada a expressdo génica do SCERF1 em folha (3 meses) e colmo (6 meses).
Apenas nas folhas do evento 13 houve repressao do gene SCERF1, enquanto nos demais eventos
a expressdo foi aumentada (Figura 7; Figura 8). Esse resultado contrasta com o encontrado por
Cunha et al. (2017), no qual a expressao desse gene foi reprimida em resposta a aplicacdo de
AVG e induzida pela aplicagdo de Ethephon. Solano et al., (1998) mostraram que a
superexpressdo de ERF1 em Arabidopsis provoca o mesmo fenotipo observado em plantas
mutantes crtl (crescimento reduzido), embora o aumento da expressdo de SCERF1 em nossas
plantas ndo provocou reducao do crescimento. Esse resultado pode sugerir que o gene SCERF1
pode ndo ter relagcdo com o efeito inibitdrio do crescimento como visto em Arabidopsis, ou que

0 a inducdo do crescimento pelo aumento da expressédo dos ScPIFs esteja se sobressaindo.
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Adicionalmente, em Arabidopsis a expressdo do ERF1 podem ser induzida pela alta expressao
do EIN3 (Solano et al., 1998), o que poderia ajudar a entender o aumento da expressdo do
ScERF1 no colmo. No entanto, a expressdo do SCERF1 também foi aumentada nas folhas sem
0 aumento da expressdo de nenhuma das ScEILs avaliadas. O aumento da expressédo do SCERF1
também pode ser consequéncia de mudanca nos niveis hormonais provocada pela baixa
producdo de etileno, uma vez que os FT ERFs podem ter a expressdo influenciada por outros

hormdnios e fatores de transcri¢cdo ndo avaliados (Xie et al., 2019).

O motivo da reducdo da expressdo do SCERF1 nas folhas do evento 13 ndo esta
claro. Porém, pode ser uma particularidade provocada pela inser¢édo do cassete de expressdo do
RNAI em uma regido especifica do genoma da cana-de-agucar. Adicionalmente, a insercdo do
cassete de expressdo pode ter alterado a expresséo de genes relacionados com a regulagdo do
gene SCERF1 nas folhas, provocando a reducé@o do numero de transcritos (Filipecki e Malepszy,
2006). Essas especulacdes também ganham forga devido ao baixo desvio padrdo observado
entre as réplicas bioldgicas avaliadas, 0 que mostra que essa reposta é intrinseca desse evento
em especifico. O papel individual de cada ERF de cana-de-acUcar ainda nao foi elucidado,
sendo possivel que mudancas nos niveis de expressdo do SCERF1 encontrado em nossas plantas
possam afetar processos como a resposta a estresses bioticos e abioticos, estabelecimento de

processos simbidticos e na resposta conjunta do etileno e outros hormonios vegetais.

2.3.5 Expressdo dos ScPIFs ¢ induzida pela baixa producdo de etileno

Os PIFs séo fatores de transcricdo que apresentam importante papel na integracéo
de sinais ambientais e sinais internos. Nesse contexto, esses FTs podem aturar como hubs das
responsas de varios horménios, como a influéncia do etileno no crescimento (Leivar e Monte,
2014). Os mecanismaos por tras da influéncia do etileno na expressdo dos PIFs ainda nao foram
totalmente desvendados. Estudos em Arabidopsis tém demostrando que a expressdo do PIF3 é
aumentada pela aplicacdo de etileno, o que também ocorre em mutantes ctrl, com resposta
constitutiva ao etileno. Ja em mutantes ein3 eill, insensiveis ao etileno, a expressao desse gene
é reduzida (Zhong et al., 2012). Tavares et al. (2018) encontraram evidéncias que a inducéo
do crescimento exercido por ScPIF3 e ScPIF4 pode ser bloqueado pela conjugagdo com a
proteina SCGAI em cana-de-agUcar (ver secdo 2.3.6). Em nossas plantas com baixa producao
de etileno, a expressao das trés ScPIFs avaliadas foi aumentada nas folhas (Figura 7) e colmos
(Figura 8), o0 que pode estar diretamente relacionado com o aumento da estatura das plantas
(Tabela 1).
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Tabela 1: Parametros de crescimento das plantas S1 com trés meses. Altura das plantas (AP),
numero de perfilhos (NP), comprimento das folhas (CF), largura das folhas (LF), area foliar
(AF). Os resultados marcados com asterisco indicam a diferenca estatistica pelo teste t
comprando com o WT (p < 0,05; n=5).

Eventos AP (cm) NP LF (cm) CF (cm) AF (cm?)

WT 16,2 + 16 00 + 00 460 ¢ 13,7 1,00 + 025 36525 + 100,77
224* + 09 04 + 05 780* + 83 1,30 + 0,23 11157* + 3243
214* + 11 20*+ 14 604 t 47 128 + 0,08 809,0* + 1420

13 229* + 32 18*+ 11 784* 99 1,56  + 021 12354* + 4285

24 243* + 04 06 + 09 730* ¢ 82 140" + 010 11295* + 2021

25 190* + 21 04 + 05 666* + 125 1,32 + 018 9245 + 3235

2.3.6 Expressao do gene ScGAI foi induzida sem inibir o crescimento

ScGAI faz parte do grupo de proteinas DELLA, gque sdo amplamente conhecidas
como repressoras do crescimento vegetal (Achard, 2003; Sun, 2011). Essa repressdo ocorre
pelo antagonismo entre etileno e giberelina (Weiss e Ori, 2007), mediado pelas proteinas
DELLA. Quando os niveis de etileno sdo baixos, os niveis GA bioativa sdo aumentados e
interage com o receptor GA-INSENSITIVE DWARF1 (GID1), formando um complexo GA-
GID1. Esse complexo por sua vez liga-se as proteinas DELLA, levando essa proteina para
degradacdo via proteossoma 26S, impedindo que as proteinas DELLA inibam o crescimento
(Achard e Genschik, 2009). Em cana-de-agucar foi demostrado que a superexpressdo do ScGAI
reduz drasticamente o crescimento das plantas, enquanto que o seu silenciamento induz o
crescimento (Tavares et al., 2018). Adicionalmente, foi demonstrado que assim como em
Arabidopsis, na cana-de-agtcar os ScPIF3 e ScPIF4 interagem com ScGAI, e tal interacdo pode
tornar as PIFs incapazes de se ligarem ao DNA e induzir a expressdo de genes do crescimento
durante a noite (Tavares et al., 2018). Apesar dos PIFs frequentemente serem relacionados com
a inducdo do crescimento, sabe-se que o homdlogo PHYTOCHROME-INTERACTING
FACTOR3-LIKES5 (PIL5) pode induzir a expressao de genes que codificam proteinas DELLA
em sementes de Arabidopsis. Como os estudos com os ScPIFs ainda sdo recentes, as
particularidades de cada um ainda sdo desconhecidas. No entanto, pode-se especular que
existam membros da familia dos PIFs que induzem a expressdao do ScGAIl e possam ser
induzidos pela baixa biossintese de etileno, como ScPIF3, ScPIF4 e ScPIF5 foram. Tal cenério
poderia ajudar a explicar o aumento da expressdo do ScGAIl. Contrastando com nossos
resultados, Cunha et al. (2017) observaram que a aplicacdo de Ethephon pode induzir a
expressao do SCGAI em cana-de-acUcar. Nossos resultados mostram que a baixa producédo de
etileno induziu a expressao do ScGAI nas folhas (Figura 7) e colmos (Figura 8), mas sem

inibicdo de crescimento. Esse resultado pode ser consequéncia da degradacédo da SCGAI devido
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ao aumento dos niveis de GA em resposta a baixa producéo de etileno. No entanto, mais estudos
sd0 necessarios para entender como a baixa producéo de etileno em cana-de-acucar pode afetar

0s niveis dos outros hormonios, como GA, bem como a integridade da ScGAI.

2.3.7 Influéncia do silenciamento dos ACSs no crescimento das plantas.

A aplicacdo de etileno em cana-de-aclcar pode induzir diversas mudangas no
crescimento (Li e Solomon, 2003), embora a influéncia da baixa producao enddgena de etileno
durante todo o processo de crescimento ainda é inexplorada até o momento. Para avaliar essa
influéncia foram analisadas plantas S1 dos eventos com menor producéo de etileno apo6s 3
(Tabela 1) e 6 meses (Tabela suplementar 4) de cultivo em casa de vegetacdo. As mudancas
mais evidentes nos parametros biométricos foram observadas apenas nas plantas S1 com 3
meses, sobretudo no aumento da altura das plantas, comprimento das folhas e area foliar. O
aumento da estatura também foi encontrado em mutantes acs de Arabidopsis com baixa
producéo de etileno (Tsuchisaka et al., 2009), bem como, aumento da area foliar e comprimento
do hipocétilo em mutantes insensiveis ao etileno (Bleecker et al., 1988; Hua et al., 1995). Esses
achados indicam que baixa resposta ao etileno esta associado com o aumento da estatura das

plantas em geral, como discutido anteriormente (ver secao 2.3.7)

2.3.8 A baixa producéo de etileno pode reduzir a assimilagéo de CO>

O etileno também apresenta importante papel no processo de senescéncia das
plantas, pois 0 aumento nos niveis desse hormoénio pode induzir a degradacéo da clorofila e
abscisdo foliar (Gepstein e Thimann, 2008). J4 em plantas produzindo pouco etileno o contetido
de clorofila em folhas maduras e em senescéncia sdo maiores, havendo retardo no processo de
senescéncia foliar (Lv et al., 2019). Em cana-de-acUcar o estagio de desenvolvimento foliar
pode variar ao longo da folha, onde o terco da base € jovem, o meio € maduro e a ponta €
senescente (Mattiello et al., 2015). Em nossas plantas S1 com 3 meses ndo foi observado
mudancas no contetdo de clorofila do terco médio da folha +1. Adicionalmente, quando
comparado o nimero de folhas verdes das plantas transgénicas (Tabela 1) com o WT, observou-
se que a senescéncia foliar também néo foi afetada. Lv et al. (2019) encontraram que folhas
jovens ou|ndo-senescéntes de Arabidopsis, ndo tém a senescéncia induzida pelo etileno, o que
pode ajudar a entender a falta de mudancas nos niveis de clorofila do terco médio das folhas +1
(Figura 9). Portanto, estudar a influéncia do etileno em folhas de diferentes idades e estagios de
desenvolvimento ao longo do limbo foliar pode ajudar a elucidar com maior precisdo o papel

desse hormonio na senescéncia da cana-de-agucar.
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Figura 9: Conteudo de clorofila (a), assimilacdo de CO2 (b), conduténcia estomatica (c) e
transpiracdo (d) das folhas das plantas com baixa producéo de etileno S1 com 6 meses. Os
resultados marcados com asterisco indicam a diferenca estatistica pelo teste t comprando com
o WT (p<0,05;n=5).

Dentre os parametros de trocas gasosas analisados, a assimilagdo de CO2 (A) foi 0
unico reduzido pela baixa producdo de etileno, mas 0 mesmo néo foi observado com relagdo a
condutancia estomatica (gs) e transpiracao (E) (Figura 9). Esse resultado esta em concordancia
com o aumento da A em resposta a aplicacdo de etileno em cana-de-agucar (Chong et al., 2010;
Roberto et al., 2015) e pode indicar a alocacdo de nitrogénio para maquinaria fotossintética,
como visto em mostarda (Khan et al., 2008). Adicionalmente, plantas de tabaco e Arabidopsis
insensiveis ao etileno apresentam menores niveis de A em decorréncia do baixo contetido de
Rubisco (Tholen et al., 2007; Tholen, Voesenek e Poorter, 2004). Em nossas plantas o conteddo
de clorofila e gs ndo foram afetados pela baixa producéo de etileno, sendo plausivel que a
reducdo da A possa estar relacionada com a reducgdo do contetido da Rubisco.

2.3.9 Baixa producéo de etileno reduz a velocidade da germinacdo de gemas laterais

A propagacéo das plantas de cana-de-agUcar nas areas de producdo é feita utilizando
as gemas laterais do colmo. Devido a alta demanda desse tipo de material vegetativo, o
entendimento dos processos da germinacao é importante para o aumento da produtividade da
cultura. Nossos resultados mostram que a germinacao das gemas transgénicas dos cinco eventos

que produzem menor quantidade de etileno foi bem mais lenta que o WT (Figura 10). Embora
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essa diferenca seja reduzida até o fim do experimento, 3 eventos ainda tiveram taxa de
germinacdo menor, em especial o evento 7. A influéncia negativa do etileno na taxa de
germinacdo de sementes de Arabidopsis foi demonstrado usando mutantes etr, que sdo
insensiveis ao etileno (Bleecker et al., 1988). O mesmo efeito foi observado nas gemas laterais
apos aplicacdo de AVG e no mutante etr (Chatfield et al., 2000). Alguns estudos identificaram
que proteinas DELLA sao importantes inibidores da germinacdo de sementes de Arabidopsis
(Achard e Genschik, 2009; Lee et al., 2002; Tyler et al., 2015). O controle da geminacéo pela
luz é mediado pelo PIL5/PIF1, cuja degradacdo € inibida no escuro, o que induz a biossintese
de duas proteinas DELLA (GAI e RGA) (Oh et al., 2007) e &cido abscisico, reprimindo a
biossintese de GA (Gabriele et al., 2010). Esse conjunto de condicdes resulta na repressdo da
germinacdo. Em nossas plantas aumento da expressdo de ScGAI pode estar atuando como

inibidor da germinacao através do bloqueio da expressdo de genes indutores da germinacao.
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Figura 10: Taxa de germinacdo das gemas laterais das plantas S1 com 8 meses.

2.3.10 Contetdo de sacarose

O etileno influencia a maturacdo da cana-de-agucar devido as mudangas na
atividade de enzimas envolvidas do processo. Foi reportado que o conteldo de sacarose nos
colmos pode ser aumentado pela aplicacdo de Ethephon e reduzido pela aplicacdo de AVG
(Cunha et al., 2017). Nossas plantas maduras ndo apresentaram mudangas no contetdo de
sacarose no colmo (Tabela 2), mostrando que a baixa producao de etileno ndo influencia no
quanto de sacarose pode ser estocado pelas plantas. Contudo, é importante ressaltar que nossas
plantas foram cultivadas em vasos e em casa de vegetacdo, essas podem ter interferindo

negativamente em como elas responderam ao longo do processo de maturagéo. Para superar
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essas limitacdes, estudos de campo acompanhando a maturagdo ao logo do tempo podem ajudar

a entender com mais precisao o efeito dos baixos niveis de etileno enddégeno na maturacéo.

Tabela 2: Brix° de trés pontos do colmo de plantas S1 com 6 meses. O Brix°® pode ser
interpretado como sendo a percentagem de sacarose no caldo coletado. IM (indice de
maturacdo) mostra o estagio de maturagdo em que as plantas se encontram: menor que 0,60 =
verde, entre 0,60 e 0,85 = em maturacédo, entre 0,85 e 1 = madura e maior que 1 = consumo da
sacarose. Os resultados marcados com asterisco indicam a diferenga estatistica pelo teste t
comprando com o WT. (p <0,05; n=5).

Brix®
Eventos Base Meio Apice IM
WT 21,2 + 161 203 + 1,46 19,58 = 1,53 093 + 0,04
21,5 + 051212 + 0,77 204 = 0,48 095 + 0,02
21,6 + 053 20,7 + 0,72 2054 = 0,19 095 <+ 0,02
13 21,7 + 019 208 + 0,72 20,56 = 0,66 095 + 0,03
24 21,2 + 063 205 =+ 141 1944 < 3,00 091 <+ 0,13
25 21,8 + 068 209 =+ 140 19,28 = 3,72 0,88 + 0,17

2.3.11 O aparato antioxidante ndo-enzimatico é induzido pela reducdo nos niveis de etileno
Diversos estresses de origem bidtica e abidtica podem induzir a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Mittler et al., 2004), que podem provocar estresse
oxidativo, degradacdo de membranas, danos ao DNA e desnaturacdo proteica (Gill e Tuteja,
2010). Em condigdes estressantes as plantas costumam produzir mais etileno o que desencadeia
uma cadeia de respostas que pode envolver a producdo de componentes antioxidantes
enzimaticos e ndo-enzimaticos (Dubois, Broeck, Van den e Inzé, 2018, Das e Roychoudhury,
2014). Os ensaios de potencial antioxidante do extrato foliar (Figura 11) mostram que a captura
de radicais livres (%DPPH) foi aumentada nos eventos 1, 13 e 24 , bem como o poder redutor
(FRAP) nos eventos 1, 24 e 25. Ja o conteudo de fenois, componentes antioxidantes nao-
enzimaticos, foi maior em todos os eventos avaliados, com excecdo ao 7. Esse perfil de reposta

geralmente é induzido pelo etileno, porém, alguns estudos tém observado que mesmo plantas
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insensiveis ao etileno podem investir no sistema antioxidante quando submetidas a condicdes
estressantes. Wang et al. (2016) encontraram que mutantes de tabaco insensiveis ao etileno
apresentam maior taxa de sobrevivéncia e investimento no aparato antioxidante quando
submetidas a estresse hidrico, porém nenhuma mudanca é observada entre os mutantes e WT
em condigfes ndo estressantes. Em Arabidopsis, tem sido demonstrado que mutantes
insensiveis ao etileno ein2-5 e ein3-1 sdo mais susceptiveis ao estresse salino (Asensi-Fabado
et al., 2012; Yang, Zu e Tang, 2013). Adicionalmente, Cui et al., (2015) observaram que 0s
mutantes ein2-5 e ein3-1 também sdo mais sensiveis ao estresse hidrico, e compensam essa
deficiéncia aumentando de atividade e enzimas antioxidantes. O mutante ein2-1 se sobressai ao
estresse induzido pelo NO2 devido ao alto investimento no sistema antioxidante e expressdo de
genes correlatos (Liu et al., 2020). Asensi-Fabado et al. (2012) encontraram 0s mutantes ein3-
1 de Arabidopsis submetidos a estresse salino contornam a falta de sinalizacéo feita pelo etileno,
mudando os niveis de outros hormdnios que ativam o sistema de prote¢do. Cunha et al. (2017)
observaram que aplicacdo de Ethephon e AVG podem alterar os niveis e expressao da via de
outros hormdnios, bem como a expressao de genes relacionados a tolerancia a estresses. Em
nossas plantas produzindo pouco etileno, mesmo sem a inducédo a condi¢des estressantes houve
investimento no sistema antioxidante, o que contrasta com o observado em mutantes insensiveis
sob condigdes 6timas de cultivo. Esses perfil encontrado pode relacionar-se com o aumento de
expressao do SCGAI e do SCERF1, ja que proteinas DELLA (Achard et al., 2006, 2008) e ERFs
(Wang et al., 2016) atuam como reguladores dos niveis de ROS através do controle da
expressdo de enzimas antioxidantes. Além disso, as respostas encontradas podem estar sendo
induzidas por outros hormdnios na tentativa compensar a baixa producéo de etileno. O aumento
dos niveis de substancias antioxidantes em nossas plantas pode indicar maior eficiéncia na
resposta a estresses, no entanto, também pode indicar maior suscetibilidade aos danos causados

por estresse oxidativo.
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Figura 11: Analise do potencial antioxidante ndo-enzimatico do extrato foliar de plantas S1 com
3 meses. Taxa de captura de radicais livres (%DPPH), poder redutor dos ions ferro (FRAP)
representado pelo equivalente de acido ascorbico (EAA) e conteudo de fenois. Os resultados
marcados com asterisco indicam a diferenga estatistica pelo teste t (p < 0,05; n = 3).
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2.4 Considerag0es finais

Neste trabalho demostramos pela primeira vez como a reducdo da producdo de
etileno pode afetar o crescimento, genes relacionados com crescimento e reposta ao etileno, a
fotossintese e o0 aparato antioxidante ndo-enzimatico. Muitas das respostas encontradas neste
estudo, como a inducdo da expressédo do SCACOb5, dos FTs da via do etileno e da ScGAI, assim
como 0 aumento o potencial antioxidante das plantas frequentemente séo descritas como sendo
induzidas pelo etileno ou em mutantes de reposta constitutiva a desse horménio. Em
contrapartida o fendtipo encontrado, o aumento da expressdo das ScPIFs e reducdo da
fotossintese estdo de acordo com o observado em outras espécies. Alguns resultados que
divergem do observado em outras espécies podem estar relacionados com particularidades da
cana-de-acucar e do gendtipo usado. Além disso, 0 niumero de genes avaliados ndo é suficiente
para generalizar o comportamento de familias génicas grandes como dos ERFs e ACOs,

portanto estudos mais abrangentes Sdo necessarios.

Esses achados demostram que a influéncia e papel do etileno em cana-de-agUcar €
muito complexo e chama atengéo para a importancia de se estudar sistematicamente a via desse
hormonio. Para o futuro, serd de grande interessante entender como a baixa producao de etileno
pode afetar as vias dos demais horménios vegetais e as implicagdes disso no desenvolvimento
e fisiologia das plantas. Adicionalmente, avaliar as plantas em situacdo de campo pode ajudar

a discriminar as interferéncias impostas pelo cultivo em casa de vegetacéo.
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3 CONCLUSOES GERAIS

O horménio etileno regula diversos processos ao longo do desenvolvimento
vegetal. Em plantas modelo, esses processos e mecanismos moleculares sdo bem elucidados,

no entanto em cana-de-acucar, estudos da influéncia do etileno e da sua via foi pouco explorada.

Neste trabalho, foi possivel identificar que a SCACS3 ¢ agrupada filogeneticamente
com as ACSs do tipo 2. Porém, modificacdes na regido C-terminal indicam que sua regulacao
seja como as do tipo 3.

Além disso, foi possivel concluir que a baixa producéo de etileno nem sempre esta
relacionado com o silenciamento simultaneo dos trés genes que codificam ScACSs, indicando

uma regulacdo complexa que demanda estudos mais aprofundados.

Nas folhas e colmos, a baixa produgéo de etileno causou aumento da expressdo do
fator de transcricdo primario SCERF1, de ScACO5, do gene da proteina inibitoria do

crescimento ScGAI e de trés genes ScPIF.

Adicionalmente, a baixa producédo de etileno também induz uma ampla gama de
alteracOes fisiologicas e no desenvolvimento, como a biossintese de compostos do sistema
antioxidante ndo-enzimético nas folhas e o aumento no crescimento das plantas, reduz e
velocidade da germinagdo de gemas laterais e assimilacdo de CO», porém, ndo altera o processo

de senescéncia das folhas (Figura 12).

A cana-de-aglicar apresenta respostas contrastantes a observada em espécies
modelo com baixa producéo de etileno ou mutantes insensiveis ao etileno, como por exemplo
0 aumento da expressdo do gene GAl e de fatores de transcricdo primarios da via do etileno
junto com indugdo do crescimento, inducao do sistema antioxidante ndo-enzimatico e auséncia

de mudancas na senescéncia das folhas.
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5 APENDICES

Tabela suplementar 1: Lista de genes e primers usados para qPCR. Os primers para as trés ACSs
foram desenhados por Dr. Lucia Mattiello em seu pos-doc, (FAPESP 2015/23789-4), o primers
para a SCGAI desenhados por Tavares et al., (2018), os primer marcados com * foram obtidos
em Cunha et al. (2017) e o marcados com ** foram desenhados usando Primer-BLAST,
disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ tools/primer-blast/.

66

Gene Primer forward (5"> 3") Primer reverse (5> 3")

ScACS1 CGTACAGCCTCTCCAAGGAC GAGAGCATCTTCGCCAGGAA
SCcACS2 TCAGGGTGTGCTTCGCTAAC TGCTGCGTCGATACTGTTGT
SCcACS3 AGAAGGTGGTGTTCGAGGTC GGACATGTTGGCGAAGCAGA
ScACO5* GCCAAGCAGAAGTTCCAG TCCGTACTAGCAAGTTTTAAGC
SCERF1* GAAGGGAGAAGGCGGTTT GCGTAGTACAGGGCAGTA
ScEIL3* CCTGATTTGGCTGGGAGTTCT GTCCACTGGCATACTGCTCTG
ScEIL1* GCTGGAACTTGGAACTGGTTTA CATACAGAAACAAGCACAAGCA
ScGAI CCAAGGACAAGATGATGGTG GACGAACGCACCTTGTACC
SCPIF3** CCTCTTCGGCGACTTCTCTC CTTCGACGATGGGGTAGTGG
ScPIF4** TTCATGCCACCAATGGCTCT GGGATATGAGTTGGCAGGGG
SCPIF5** CCACCACCATACACGGTTCA AGGCTTGCCACAATTCTCGT
ScPUB* CCGGTCCTTTAAACCAACTCAG CCCTCTGGTGTACCTCCATTTG

T
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela suplementar 2: Parametros biométricos das plantas RO com 7 meses. Altura das plantas (AP), diametro do colmo (DC), nimero de nds
(NN), namero de perfilhos (NP), nimero de folhas (NF), comprimento das folhas (CF), largura das folhas (LF) e area foliar (AF). Os resultados
marcados com asterisco indicam a diferenga estatistica pelo teste t (p < 0,05; n=3).

Eventos AP (cm) DC (mm) NN NP NF CF (cm) LF (cm) AF (cnm?)

WT 72,0 + 26,5 116 + 14 87 + 23 50 + 10 5,33 + 12 743 + 51 1,67 + 0,29 5189 + 1218
59,7 + 29,3 82*+ 13 87 +06 40 + 10 333 + 12 700 + 79 160 +036 5415 + 1772
89,3 + 93 104 + 12 120 + 17 77* £+ 12 533 + 15 743 + 72 1,50 + 0,20 708,9 + 265

13 79,0 + 12,2 96 +13 120 +10 50 + 10 433 + 06 733 + 7,0 143 + 0,12 496,7 + 448

24 89,0 + 12,8 109 +26 143* +06 57 + 21 700 <+ 10 823 + 15 163 + 025 8525* + 425

25 90,3 + 22,4 119 +06 110 +26 63 + 06 700 + 10 93* + 78 190 + 0,00 12374* + 1831

Tabela suplementar 3: Pardmetros biométricos das plantas RO com 12 meses. Altura das plantas (AP), didmetro do colmo (DC), nimero de nos
(NN), namero de perfilhos (NP), nimero de folhas (NF), comprimento das folhas (CF), largura das folhas (LF) e area foliar (AF). Os resultados
marcados com asterisco indicam a diferenga estatistica pelo teste t (p < 0,05; n=3).

Eventos AP (cm) DC (mm) NN NP NF CF (cm) LF (cm) AF (cm?)

WT 138,4 + 17 17408 + 1 84 + 11402 2 + 212 94 + 08944 11172 t 14,67 31 + 026 216756 + 35741
1 1534 £ 122 20352*+ 1 9 £ 1 22 + 045 88 £ 04472 140* +£ 1933 2925 £ 023 24126 + 54506
7 139,8 + 154 17632 + 1 98 + 249 58* + 164 88 + 04472 1242 + 8044 292 £ 036 212028 + 3011
13 127,2 + 653 16322 + 1 8 <+ 07071 28 + 045 9 0 123 + 628 29 £ 065 219984 + 505,77
24 1438 + 173 17368 + 2 117 + 07071 24 + 152 94* + 05477 1132 + 4438 298 £ 027 213048 + 303,82
25 140,8 + 135 18386 + 2 78 + 08367 28 + 045 88 + 04472 1312 + 1722 292 £ 0,77 2180,76 + 373,93
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Tabela suplementar 4: Parametros biometricos das plantas S1 com 6 meses. Altura das plantas (AP), didmetro do colmo (DC), nimero de nos
(NN), namero de perfilhos (NP), nimero de folhas (NF), comprimento das folhas (CF), largura das folhas (LF) e area foliar (AF). Os resultados
marcados com asterisco indicam a diferencga estatistica pelo teste t (p < 0,05; n=3).

Eventos AP (cm) DC (mm) NP CF (cm) LF (cm) AF (cnp)

WT 184,3 + 18,0 177 +19 165 +40 90 + 26 825 + 05 930 + 12,6 260 + 0,18 18799 + 460,1
152,3* + 11,2 170 +09 195 +31 63 + 12 850 <+ 0,6 117,0 + 119 258 + 0,22 23943 + 5126

7 188,0 + 10,1 151 +07 183 +69 97 + 15 975 + 13 880 + 77 225 + 0,38 17676 + 5183

13 180,0 + 20 148 +21 180 +37 70 + 10 850 + 0,6 108,0 + 91 245 + 0,10 20785 + 1457

24 196,0 + 12,8 169 +34 205 +30 80 + 10 925 + 19 838 + 114 203* + 0,13 14940 + 1219

25 178,0 + 115 156 +19 213 +22 83 + 06 950 + 13 1276 + 418 260 + 0,29 2902,8 + 12286




>ScACS1 (JF274985)
ATGGCCGGTGGTAGCAGTGCCGAGCATCATCTCCTCTCCAGGATCGCCGCCGGCGATGGCCACGGCGAGA
ACTCGTCCTACTTCGACGGGTGGAAGGCCTACGAAATGAACCGCTTCGACCTGCGCGACAACCGCGACGG

CATCATCCAGATGGGCCTCGCCGAGAACCAACTGTCGCTTGACCTGATCGAGCAATGGATCATGGAGCAC

CCGGAGGCGTCCATCTGCACGGCGCAGGGCGCGTCGGAATTCCGGAGGATAGCCAACTACCAGGACTACA

ACGGCCTGCCGGAGTTCCGAGAGGCGATGGCCAAGTTCATGGGGCAGGTGAGGGGCGGGAAGGTGACGTT

CGACCCCGACCGCGTCGTGATGAGCGGAGGAGCCACCGGCGCGCAGGACACTCTGGCCTTCTGCCTCGCT

GACCCAGGCGACGCCTACCTCGTGCCGACGCCATACTACCCAGCTTTCGACCGTGACTGTTGCTGGAGGT

CAGGCGTGAAGCTGCTGCCCATCGAATGCCACAGCGCAAACAATTTCACCCTCACACAGGAGGCCCTCGT

GTCGGCATACGACGACGCGCGGAGACAGGGCATCCGCGTGAAGGGCATCCTCGTCACCAACCCCTCCAAC
CCGCTGGGCACCATCATGGACCGCGCCACGCTGGCGATGCTGGCCACGTTCGCCACGGAGCACCGTGTCC
ACCTCATCTGCGACGAGATCTACGCGGGCTCCGTCTTCGCCAAGCCGGACTTCGTGAGCATCGCCGAGGT
CATCGAGCGCGACGTCCCGGGCTGCAACAGGGACCTCATCCACATCGCGTACAGCCTCTCCAAGGACTTC
GGCCTCCCGGGCTTCCGCGTCGGCATCGTCTACTCGTACAACGACGACGTCGTGGCNTGCGCGCGCAAGA
TGTCCAGCTTCGGCCTCGTCTCGTCGCAGACGCAGAACTTCCTGGCGAAGATGCTCTCCGACGCGGAGTT
CATGGCGCGCTTCCTCGCGGAGAGCGCGCGGCGGCTGGCGGCGCGCCACGACCGCTTCATCGCGGGCCTC
CGCGAGGTCGGCATCGCGTGCCTGCCAGGCAACGCGGGGCTCTTCTCGTGGATGGACCTGCGGGGCATGC
TCCGGGACAAGACGCACGACGCGGAGCTGGAGCTGTGGCGGGTCATCATACACAAGGTCAAGCTCAACGT
GTCGCCCGGCACGTCGTTCCACTGCAACGAGCCTGGCTGGTTCCGCGTCTGCCACGCCAACATGGACGAC
GAGACCATGGAGGTGGCGCTCGACCGGATCCGCTGCTTCGTGCGCCAGCACCAGCAGAGCAAGGCCAAGG
CCGAGCGCTGGGCAGCCACGCGGCCCCTGCGCCTCAGCTTGCCGCGTCGGGGAGGCGCCACCCCTTCGCA
CCTCGCCATCCCCAGCCCCTTGGCGTTGCTGTCGCCACAGTCGCCGATGGTCCACGCCAGCTAG

>ScACS2 (JF274986)

ATGGGTGGCAAGTTGTTGCTGGGCGCGAGCCAGAGCCACGCGGCGGCGGCGTCGCCCCCGCTGTCARAGG
TAGCCACGTCCGGCCTCCACGGCGAGGACTCCCCCTACTTCGCGGGGTGGAAAGCCTACGACGAGAACCC
CTACGACGCCGCCTCCAACCCGGGCGGCGTCATACAGATGGGCCTCGCCGAGAACCAGGTGTCCTTCGAC
CTCCTCGAGGGGTACCTCAGGGACCACCCCGAGGCCGCGGGCTGGGGCGGTGCCGCCGGCTCCGGCGTTG
CCAGCTTCAGGGACAACGCGCTGTTCCAGGACTACCACGGCCTCAAGGCCTTCAGGAAGGCGATGGCGAG
CTTCATGGAGAAGATTAGGGGCGGCAAGGCGAGGTTTGACCCCGACCGCATCGTGCTCACCGCCGGCGLG
ACGGCGGCTAACGAGCTGCTCACGTTCATCCTGGCCAACCCCGGAGACGCGCTGCTGATCCCTACTCCTT
ACTACCCTGGTTTCGACAGAGACCTGAGGTGGAGGACGGGGGTGAACATCGTGCCGGTGCACTGCGACAG
CGCCAACGGGTTCCAGGTCACGGTCGCCGCGCTCCAGGCGGCGTACGAGGAGGCCGAGGCGGCGGGGATG
CGCGTCCGCGCCGTCCTGCTCACCAACCCGTCCAACCCGCTCGGCACCACCGTGAAGAGGTCGGTCCTCG
AGGACGTGCTCGACTTCGTGGTCCGCCACAACATCCACCTCATCTCCGACGAGATCTACTCCGGCTCGGT
CTTCGCGGCGCCGGACCTGGTCAGCGTGGCGGAGCTCGTCGAGTCCCGCGCGCGCCGCGGCGACGACGLL
GGCGTCGCGGAACGCGTCCACATCGTGTACAGCCTGTCCAAGGACCTGGGCCTCCCGGGTTTCCGCGTCG

>ScACS3
ATGGTGAGCATGATCGCCGACGAGAAGCCGCAGCCGCAGCTGCTGTCCAAGAAGGCCGCCTGCAACAGCCA
CGGGCAGGACTCGTCCTACTTCCTGGGTTGGGAGGAGTACGAGAAGAACCCATACGACCCCGTGGCCAACC

CCGGCGGCATCATCCAGATGGGCCTCGCCGAGAACCAGCTATCCTTCGACCTGCTGGAGGCGTGGCTGGAG

GCCAACCCGGACGCGCTCGGCCTCCGCCGGGGAGGCGCCTCCGTCTTCCGCGAGCTCGCGCTCTTCCAGGA

CTACCACGGCATGCCGGCCTTCAAGAATGCATTGGCGAGGTTCATGTCAGAGCAACGTGGGTACAGGGTGA

CCTTCGACCCCAGCAACATCGTGCTCACCGCCGGCGCCACCTCGGCCAACGAGGCGCTCATGTTCTGCCTC

GCCGACCACGGAGACGCTTTTCTCATCCCCACGCCATACTACCCAGGGTTCGACCGTGACCTCAAGTGGCG

CACCGGCGCCGAGATCGTCCCCGTGCACTGCACAAGCGGCAACGGCTTCCGGGTGACGCGCGCCGCGCTGG
ACGACGCGTACCGCCGCGCCCAGAAGCAGCGGCTGCGCGTCAAGGGCGTGCTCATCACCAACCCTTCCAAC
CCGCTGGGCACCACGTCCCCGCGCGCCGACCTGGAGATGCTGGTCGACTTCGTGGCCGCCAAGGGCATCCA
CCTGGTGAGCGACGAGATATACTCCGGCACGGCCTTCGCGGAGCCGGGCTTCGTGAGCGTCCTCGAGGTGG
TGGCCGCGCGTGTGAACGCCGCCACGGACGCCGTCGGGCTGCTGTCGGAGCGCGTGCACGTGGTGTACAGC
CTGTCCAAGGACCTGGGCCTCCCTGGTTTCCGCGTGGGCGCCATCTACTCCTCCAACGCCGGCGTCGTCTC
CGCGGCCACCAAGATGTCGAGCTTCGGCCTGGTGTCCTCCCAGACGCAGCACCTCCTGGCGTCGCTGCTGG
GCGACAGGGACTTCACCCGCCGGTACGTCGCCGAGAACACGCGGCGGATCAAGGCGCGCCGCGACCAGCTG
GCGGAGGGCCTGGCGGCGATCGGCGGCATCGAGTGCCTGGAGAGCAACGCGGGGCTCTTCTGCTGGGTCAA
CATGCGGGGGCTGATGCGGACCCCATCGTTCGAGGGCGAGATGGAGCTATGGAAGAAGGTGGTGTTCGAGG
TCGGGCTCAACGTCTCCCCGGGGTCCTCCTGCCACTGCCGCGAGCCCGGGTGGTTCCGCGTCTGCTTCGCC
AACATGTCCGCCAAGACGCTTGACGTCGCGCTCCAGCGCCTGGCCGCCTTCGCGGAGGCCACCGTCGCCGT
CGAGGGCCGGGGCCCCGCCGCGCGCCGCGTGCTCCGGCCCGCCAGGAGCATGAGCCTCCCGATCGGCTTCA
GCTGGGCCAACCGCCTCACCCCGGCCTCCGCCGCCGACCGGAAGGCCGAGCGGTAG
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Figura suplementar 1: Sequéncias das SCACSs usadas no estudo. As regides em sublinhadas foram sugeridas pelo software Galaxy (Mareuil,

Doppelt-azeroual e Ménager, 2017) usadas como alvo pelo RNAI que construimos.
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Figura suplementar 2: Expressdo génica do FT ScEIL3 em folha (A) e colmo (B) nas plantas

S1 com 3 e 6 meses respectivamente. (n = 3).
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6 ANEXOS

6.1 Declaracdo que a tese ndo infringe os dispositivos da lei n°® 9610/98, nem o direito
autoral de qualquer editora

Declaracio

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, a serem submetidos para
publicac@o em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem, que constam da
minha Dissertacio de Mestrado, intitulada "Avaliacdo de plantas de cana-de-agucar
(Saccharum ssp.) com baixa producio de etileno”, ndo infringem os dispositivos da Lei n.°
9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.
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